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本 书 译 自 美国 University Science Books (1994 年 ?出 
版 的 “Principles of Bioinorganic Chemistry " (Stephen J. 
Lippard 和 Jeremy M. Berg €). 

全 书 约 45 万 字 , 分 成 十 三 章 , 通 这 研究 得 较为 透彻 的 
Le ARAMA T AMOS REL RARE TA 
物 无 机 化 学 概要 ;与 生物 无 机 研究 有 关 的 配 位 化 学 原理 ; 
生物 分 子 的 性 质 ; 生物 无 机 化 学 研究 中 的 物理 方法 ;生物 
体内 人 金属 单元 的 选择 ,摄取 和 组 装 ; 细 胞 内 金属 离子 浓度 
的 控制 与 利用 ;金属 离子 折 匣 与 生物 分 子 的 交 联 ;金属 离 
子 和 配合 物 与 生物 分 子 活性 中 心 的 结合 ;电子 转移 蛋 归 ; 
J& Ap f 5 3E ogg dE SUE EE ULEE BT ED 9 BL 
学 ;金属 性 质 对 蛋白 质 特 定 功能 的 调控 和 生物 无 机 化 学 的 
前 沿 问 题 ， 

本 书 可 供 综合 性 大 学 件 学 和 生物 化 学 专业 作为 研究 
生 及 本 科 生 的 教学 用 书 或 教学 参考 书 , 也 可 作为 从 事 生物 
无 机 化 学 .生物 化 学 、 仿 金属 药物 合成 化 学 .无 机 化 学 受 再 
位 化 学 的 教学 .科研 工作 人 员 的 参考 书 。 
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在 20 TC BJ SUB JLE EB. AMS RRA PHT SHSM. E 
结论 之 一 是 ,生命 科学 与 化 学 结合 ,将 在 21 世纪 取得 重大 突破 ,应 用 于 生物 学 的 化 学 将 成 为 最 
令 人 激动 的 科学 前 沿 之 一 ,化 学 与 生物 学 的 交叉 学 科 中 ,生物 无 机 化 学 是 -- 个 主导 学 科 , 这 是 
因为 生物 体系 中 许多 关键 的 过程 都 需要 金属 离子 ,并 且 生 物 无 机 化 学 在 医学 中 的 应 用 受到 了 
人 们 的 极 太 关注 。20 世纪 70 年 代 发 展 起 来 的 这 门 新 兴学 科 , 现 已 积累 了 许多 重要 的 发 现 和 认 
识 。 我 国 部 分 高 校 已 经 开设 了 “生物 无 机 化 学 "或 类 似 的 课程 。 

Stephen J. Lippard 和 Jeremy M. Berg 共 著 的 “Principles of Bioinorganic Chemistry”, 利 
用 那些 已 研究 得 较为 透彻 的 实例 ,系统 地 出 明了 生物 无 机 化 学 的 原理 ,对 上 组 织 教 学 内 容 和 开 
展 有 关 研 究 工 作 具 有 很 好 的 指导 作用 。 本 书 是 作者 在 著名 的 哥伦比亚 大 学 (Columbia Univer- 
sity). BE 4 M T 5E B (Massachusetts Institute of Technology) A RAM + EE £ Br K ee 
(Johns Hopkins University) 讲 授 “ 生 物 无 机 化 学 "课程 的 基础 上 发 展 而 成 的 , 某 些 章节 已 在 美 
国 若 干 院 校 试 用 过 。 我 们 希望 这 个 中 译本 ,能 对 我 国 在 该 领域 的 吉 学 与 科研 有 所 贡献 。 

本 书 的 第 5.6,8、13 章 由 席 振 峰 翻译 ,第 1.2.4 童 由 姚 光 庆 翻译 ,第 9.10.11 RS 
翻译 ,第 3.7.12 章 由 任 宏伟 翻译 。 为 了 全 书 体 例 的 统一 ,编辑 对 第 4 章 中 节 的 编号 予以 改动 
《取消 原 4. 1 B ,本章 的 目的 ) 。 希 望 读者 能 对 详 本 中 的 不 当 之 处 给 予 指出 和 更 正 。 

在 本 书 的 翻译 过 程 中 ,北京 大 学 出 版 社 本 书 的 责任 编辑 赵 学 范 老 师 给 翻译 工作 的 顺利 进 
行 提 供 了 多 方 支持 EPS SASI. 
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生物 无 机 化 学 是 化 学 和 生物 学 的 一 个 主导 的 交叉 学 科 . 许 多 关键 的 过 程 都 需要 金属 离子 ， 
包括 呼吸 .大 量 的 代谢 固氮、 光合 作用 发育、 神经 传递 ,肌肉 收缩 、 信 号 传导 、 以 及 对 毒剂 和 诱 
变 剂 的 防护 。 非 天 然 的 金属 已 被 引入 和 类 生物 学 作为 诊断 的 探 针 和 药物 。 一 旦 发 现 更 多 的 体 
系 需 要 金属 离子 ,许多 生物 无 机 化 学 的 研究 论文 就 扩大 到 那些 曾经 是 发 展 前 沿 而 现在 已 经 成 
熟 的 领域 。 许 多 对 生物 无 机 体系 卓越 的 研究 ,不 仅 深入 洞察 了 单个 的 情况 ,而 且 把 那些 看 似 不 
相关 的 汗 实 联系 在 一 起 ,揭示 了 它们 共同 的 本 质 。 

本 书 试图 通过 使 生物 无 机 化 学 合乎 逻辑 和 条 理化 的 统一 原理 ,来 使 该 领域 系统 化 .我 们 首 
先 考 虑 那些 对 天 然 生物 体 有 用 的 金属 离子 ,为 何 大 自然 能 选择 它们 ,它们 如 何 进入 细胞 ,以 及 
它们 的 浓度 又 是 如 何 调节 的 。 其 次 ,我 们 讨论 金属 如 何 和 生物 高 分 子 结合 ,金属 的 结合 如 何 能 
使 生物 高 分 子 折 亚 ,导致 具有 功能 ,以 及 金属 如 何 搬入 到 它们 的 活性 中 心 最 后 ,我 们 论述 生物 
体系 中 金属 离子 的 主要 作用 ,诸如 电子 载体 .结合 和 活化 底 物 的 中 心 . 原 子 和 基 困 的 转移 剂 .以 
及 作为 核心 单元 或 “生物 无 机 芯片 ”, 协 调 在 特定 的 生物 环境 中 起 关键 作用 的 功能 .对 上 述 每 一 
个 专题 ,我 们 首先 确定 基本 原理 ,然后 选择 若干 实例 加 以 具体 阐明 ,通常 给 出 有 关 结 构 和 机 理 
的 一 致 看 法 。 注 意 力 不 仅 集 中 在 天 然 存在 的 金属 离子 上 ,同时 也 注意 那些 引入 化 学 疗法 ,作为 
放射 性 药物 或 础 共振 的 旺 示 剂 ,或 那些 必须 限制 其 浓度 以 避免 毒性 抑或 对 环境 有 害 的 效应 . 因 
此 ,本 书 不 仅 对 化 学 和 生物 界 ,即使 对 医学 界 也 应 具有 同等 的 吸引 力 。 

本 书 在 内 容 上 着 重 曾 明 原 理 , 并 辖 以 极其 有 限 的 经 详细 研究 过 的 实例 。 通 过 对 原理 的 并 
述 , 本 书 有 可 能 使 讲授 生物 无 机 化 学 课程 的 教师 用 此 教材 作为 组 织 框架 ,来 运用 他 们 手头 现 有 
的 资料 。 至 于 那些 未 在 现行 课程 中 涵盖 的 材料 ,或 对 于 新 开设 的 课程 或 学 生 , 希 望 研 究 其 中 某 
一 专题, 则 可 查阅 每 - 章 最 后 所 列 的 原始 文献 。 

本 书 是 在 S. J. Lippard 于 哥伦比亚 大 学 (Columbia University) 和 麻 省 理工 学 院 (Mas- 
sachusetts Institute of Technology) Æ J. M. Berg P #J 8] + E H HW AF (Johns Hopkins 
University) 所 讲授 的 生物 无 机 化 学 课程 的 基础 上 发 展 起 来 的 。 此 外 , 某 些 章节 已 在 定稿 前 经 
若干 其 他 院 校 相应 的 课程 试用 过 ,每 一 章 均 得 益 于 生物 无 机 化 学 领域 中 一 位 或 几 位 专家 的 审 
阅 。 本 书 试图 在 文字 上 渔 色 ,力求 简洁 ,以 适合 不 同 的 读者 群体 ,并 尽力 减少 书 中 的 错误 。 

Walther Ellis Robert Scott fl Thomas Sorrell 分 别 阅读 了 全 书 , 并 给予 批评 指正 .Ronald 


Breslow. John Caradonna, David Christianson, James Collman, Robert Hausinger, Kenneth 


Karlin, David Lavalee, George McLendon, Thomas O'Halloran, William Orme-Jchnson, 
Lawrence Que Jr. , Wesley Sundquit 和 William Tolman 对 个 别 章 节 提 出 过 意见 。 我 们 对 他 们 


以 及 生物 无 机 化 学 学 会 其 他 成 员 在 完成 此 书 中 给 予 我 们 的 帮助 表示 诚 健 的 感谢 。 需 要 强调 的 
5 


Ar. k i fe EB E, MEE ARIANA. 

我 们 同样 感谢 许多 MIT 的 学 生 ,他 们 或 对 最 后 的 书稿 进行 了 校 阅 和 订正 ,或 花费 了 不 计 
其 数 的 时 间 米 查寻 插图 和 文献 的 出 处 ,尤其 是 生物 元 机 化 学 课程 (编号 为 化 学 5. 067? 的 助教 
Linda Doerrer ,Petra Turowski 和 David Wright, 由 于 他 们 以 及 本 课程 的 学 生 , 特 别 是 Lippard 
研究 组 成 员 对 本 教材 的 仔细 校 阅 , 才 使 印刷 错误 得 以 降 至 最 低 ,我 们 在 此 一 并 表示 感谢 。 

蛋白 质 的 带 状 图 是 借助 MOLSCRIPT (P. Kraulis, J. Appl. Crystallogr, , 24, 946 
(19910. ) 完 成 的 ,我 们 感谢 Jeffrey Buchsbaum 帮助 得 到 该 程序 并 在 Johns Hopkins 付 诸 实 
BR. 我 们 还 要 特别 感谢 Julie Croston, Kathleen Kolish .Colette; Laurencot. Marilyn Mason 和 
Nancy Williams, ,他 们 无 偿 地 帮助 打印 了 原稿 。 最 后 ,我 们 感谢 出 版 人 Bruce Armbruster ,是 他 
确保 了 在 可 承受 的 价格 下 ,制作 出 精美 的 书籍 .我们 也 感谢 Audre Newman 和 Georg Klatt, (th 
们 付出 了 大 最 创造 性 的 时 间 绘 制 了 插图 ,不 仅 装点 了 原文 而 且 提高 了 原文 的 质量 ， 


Stephen J. Lippard 
Jeremy M. Berg 
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第 1 章 生物 无 机 化 学 概要 


什么 是 生物 无 机 化 学 

金属 蛋白 中 的 金属 功能 
金属 酶 的 功能 

生物 体 中 金属 的 信息 传递 作用 
金属 离子 和 核酸 的 相互 作用 
金属 离子 的 输 运 和 储存 
医药 中 的 金属 

本 书 的 内 和 容 安 排 


mM = e — — — Lp gr 
OQ — c oO ++ WS b — 


1.1 什么 是 生物 无 机 化 学 
生物 无 机 化 学 是 经 典 无 机 化 学 和 生物 学 的 交叉 学 科 。 虽 然 生物 学 通常 和 有 巾 化 学 联系 在 
一 起 ,但 无 机 元 素 在 生命 过 程 中 也 很 重要 . 表 1. 1 列 出 了 一 些 必需 的 无 机 元 素 和 某 些 已 知 的 后 
物 效 应。 生物 无 机 化 学 家 研究 的 下 是 这 些 无 机 物种 ,特别 着 重 研究 它们 在 生物 体内 的 功能 . 
Kil 重要 金属 离子 的 生物 功能 


| $€ m uu ^ RE 
aR TK BIKE (Ër 

电荷 载体 PAKTE 

BUS KR. BE 

r RUN ETRE 
a. SUL 

ACAD BT GE Al A ap AE PE X 
AR. eL. SER 

EE 

光合 作用 ,氧化 酶 ,结构 
氧化 酶 , 双 氧 输 这 种 储存 .电子 转移 , 央 氢 
氧化 酶 ,烃基 转移 

Nn SUB ,水 解 酶 

SENE UM RE. DT ERE 
ity KARR 


XE xEOXE SPEO RSLS SAR BS 


无 机 元 素 已 被 作为 结构 和 功能 的 探 针 ,人 为 地 引入 到 生物 体系 中 。 冬 和 铂 等 重金 局 被 X 
射线 晶体 学 家 和 电子 显微镜 专家 用 来 帮助 剂 析 大 分 子 结构 。 顺 磁 金 属 离子 在 磁 共 振 应 用 中 也 
很 有 价值 。 金 属 化 合 物 已 不 仅 用 于 生物 探 针 ,而 且 也 用 作 诊断 和 涂 疗 的 药物 。 铂 抗 瘤 药 . 金 抗 
关节 炎 药 以 及 锤 辐射 药剂 钓 作用 机 理 , 是 当前 生物 万 机 化 学 人 研究 的 热门 课题 ,图 1.1 中 给 出 了 
牛 物 无 机 化 学 家 最 感 兴趣 的 元 素 。 

生物 无 机 化 学 包括 两 个 主要 部 分 :一 是 研究 生物 中 天 然 存在 的 无 机 元 素 ,二 是 把 金属 引入 
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* ËJ 1.1 HE hh) SE uE 
KAR KAR fe TEB) CAR MER RE ED FREE ak HR 


生物 体系 中 作为 探 针 和 药物 ,围绕 这 一 学 科 还 有 RRNA BPA OR 
无 机 物种 的 毒性 ,包括 自然 体系 和 人 为 上 曾 的 解毒 途径 ;生物 体 中 金属 岗子 的 运输 和 储 人 让， 然 
而 所 有 上 述 研究 课题 , 仍 没 能 包罗 生物 无机 化 学 的 全 部 研究 领域 。 如 癌 其 他 任何 门 学 科 ,4 
物 无 机 化 学 的 研究 领域 由 那些 最 有 创造 性 的 研究 者 的 工作 来 确定 .上 滞 此 ,这 一 领域 的 研究 [1 
也 央 时 而 异 , 因 生物 无 机 化 学 家 的 群体 变化 而 异 ， 

生物 无 机 化 学 并 非 缺 乏 统 一 原则 地 罗列 由 实 - 本 所 的 … 个 各 要 日 的 是 使 我 们 在 该 领域 的 
知识 系统 化 ,并 从 当前 人 人们 感 兴趣 的 诸多 研究 方向 上 ,提取 和 由 I 纳 出 恒 监 原理。 为 了 给 后 面 讨 
论 的 原理 和 描述 性 内 容 葛 定 基础 ,本 营 的 其 余部 分 将 以 金属 下心 所 表现 出 的 功能 为 主线 组 织 
内 容 , 概 括 目 前 这 一 研究 领域 的 大 部 分 专题 。 


1.2 金属 蛋白 中 的 金属 功能 


AAR LAR EAR TRS GRRE aS AS EE REM 
534 meal e 482509 SPR AE. MARRS. EAR ee 
EBARA DETE? Bi TH: Ac REA e Ea ee ARK uf RE 352 il SG 
EAE, RIAR RA IBEX lB. DOA REA & A Se 1 3 节 中 将 去 门 
介绍 这 -类 特殊 物质 . 


Wr I 


1.2.a MRR 

金属 酶 专 -执行 的 一 个 盎 能 号 呼吸 作用 .这 里 有 -= 类 已 知 的 到 氧 给 运 各 吕 :也 红 卓 白 - 肌 
TER s tcd SES UIW SBA, RRR APART eR Robs It. 2。 在 这 些 和 蛋白 
中 ,存在 关 个 精确 的 化 学 平衡 ,在 O, PTAA RK RUD ob. TET A A 
转移 反应 ,或 者 说 氧化 还 席 反 应 。 上 述 的 反应 导致 0 一 0 键 的 断裂 并 伴随 气 化 反应 的 化 学 过 
fe, ELAR H hemoglobin Hb) MILELE A (myoglobin Mb) rP ,2 $8255 A A ie Ae X - T Bie Boc 
451.0, 结合 以 后 ASR Bik. MERE AER RAS 
Mitt S Sc í Be gun A EAR. Ob — EL es VI 1.3. 

其 他 两 个 呼吸 重 折 在 双 氧 结合 反应 中 国 四 了 一 对 金属 离 CIEL 1.2). RRA 
动物 的 血 监 蛋 白 ( hemocyanin HOP, KAHA 4E VE BAR P2 [E] ETE EE HE 22 073 A 
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图 1.2 三 类 双 氧 结合 至 白 中 存在 的 功能 单元 
其 中 原 叶 嘛 以 被 描述 为 血红 素 
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图 1.3 重要 有 机 配 体 和 辅 因 子 


SUL E H (hemerythrin Hr) PO; 分 子 配 位 于 Fe, 单元 的 端 梢 位 置 。 在 这 两 种 结合 方式 中 ， 
O, 结合 反应 都 包括 对 双 金 属 中 心 还 原 ( 或 脱氧 ) 形 的 所 化 加 成 ,产生 氧化 形 的 过 氧化 物 或 氨 过 


氧化 物 衍生 物 。 在 生物 无 机 化 学 中 ,He 和 Hr 
能 5 可 道 结 合 


日 ,在 这 二 类 反应 中 应 用 的 化 学 策略 也 非常 相似 。 自 然 界 就 是 这 样 
的 有 机 体 中 ,执行 着 相同 的 功能 .类似 的 这 些 认 


的 核心 。 


1.2.b 电子 转移 
血红 蛋白 中 的 双 氧 结合 金属 


Pp 心 ,表明 了 生物 无 机 化 学 如 何 应 


是 是 个 典型 例子 ,其 中 一 对 金属 离子 表现 出 的 功 


[) ,与 不 同类 型 的 蛋白 Hb 或 Mb 中 金属 叶 呆 单元 所 表现 出 的 作用 是 相同 的 。 而 


不 同 的 过 渡 金 局 ,在 不 同 
原理 的 基础 ,这 是 本 书 


iH 


NT 


构成 了 生物 无 机 化 学 


用 酸 碱 反 应 这 一 化 学 反应 


的 主要 类 型 , O. 作为 Lewis 性 ,能 够 可 道 地 结合 Lewis 酸 , 即 与 吓 啉 环 键 全 的 铁 。 久 一 类 包括 


净 电 子 转移 的 主要 化 学 反应 存在 于 蛋白 质 中 


,蛋白 质 发 后 氧 化 还 原 转型 ,但 并 未 催化 底 物 分 子 


整体 发 生化 学 变化 。 这 样 的 生物 无 机 载 流 子 通常 把 电子 传递 给 酶 ,或 从 酶 街 到 电子 ,这 类 酶 要 


具有 和 氧化 还 愿 化 学 反应 性 ,才能 执行 诸如 固 贸 


作用 这 样 的 特殊 功能 。 有 时 ,氧化 还 原 活 性 中 心 


直接 结合 在 金属 酶 中 ,在 生物 无 宙 化 学 中 ,两 
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记 子 转移 中 心经 常 能 在 铁 琉 复合 物 和 细胞 色素 中 


face 


4Fe ET 3 Fel FR 
PASE As, 2, t 乌 头 酸 酶 4, 2- 


AX DR UR gy . Ju 
A KAR EN b 3EBUR ES 


[ “s TON : * 
J On ics 


v `. 
~ 


~ i. 
[os B 
FEER PARER 
2 Fe T $E TFe 
铁 氧 还 蛋白 3 2- MGR ES 2,4. 


图 1.4 EREE EII- RTE 
Rh y t 8 HET DERE , L 1184 38 x 36 pa y ER LL BEER T 


SES. J Spe ep E A FA is ASE FE 1.2 所 示 。 HE FeS, 单元 的 结构 和 它们 
最 常见 的 生物 无 机 氧化 还 原 态 示 十 图 1.4. xx 1.2 TEMS TS HR UR w T B COGERET 
z X O, AEDST O: 是 常 和 金属 酶 作用 的 底 物 。 Bro] FS ERES EK C ES 
时 的 数值 , 当 人 金属 离子 和 生物 配 体 配 位 并 眶 入 到 全 白质 基质 中 时 ,其 数值 会 明显 不 同 。 

表 1.2 生物 体内 年 权 氧 化 还 原 活性 金属 离子 及 其 气 物 种 的 特定 还 原 电 位 * 


金属 离子 或 底 物 的 醛 性 溶液 

物 种 EUN 物 9 EUM 
Cy +e =Cu*t + 0.153 O.(g)—eé =O, — 0. 33 
Fett +e =F"! —0.771 Og) -H+ 7 —HO; —140.13 
Mn’ "T+e —Mn +1.51 Og} + ZH + 207 =H,O,; (aq) 4 0. 281 
Cotte —Co* +1. 842 O3(g)-F4AH ^ +4e — 2H;0 +O. 815 
De 4-2H7 =H, HO 89 

DH+H! +e “HN +2. 31 


*V.vs. NHE @ pH 7,25°C, 


1.2.¢ 金属 离子 的 结构 作用 

近来 发 现 调节 基 内 表达 的 一 些 蛋 白质 家 族 中 含有 Zn+ 离 子 ,第 一 例 被 发 现 的 这 类 金属 蛋 
HERAT T ACTFE IL A), E TEE T HE RS TUB BE BEAR HE Xenopus H dé — PURI RE Ee 58 
核糖 体 RNA 基因 所 必需 的 重 口 。 在 这 些 蛋 日 质 中 ,金属 离子 起 结构 作用 , JE pk EC SS a 
的 中 心 核 ,被 称 为 “ 锌 指 ".。 ELA TFIA 为 代表 的 BEAR, SB SALAM DNA 
的 直接 相互 作用 .与 基因 调节 有 关 的 其 他 类 含 锌 蛋白 质 已 经 发 现 , 其 中 的 金属 稳定 域 可 能 还 有 
其 他 作用 ,例如 ,Zn 离子 存在 于 大 部 分 DNA 和 RNA 的 人 侣 酶 中 ,金属 离子 在 这 些 重 要 酶 中 
的 作用 有 待 详细 阐述 。 最 后 , 儿 种 与 基因 表达 的 金属 调节 作用 有 关 的 蛋白 质 现 已 得 到 表征 . 在 
这 样 的 金属 调节 体系 中 ,性 白质 的 活性 取决 于 旦 否 存 在 结合 金属 离子 .细菌 MerR 蛋白 就 是 一 
例 , 它 能 在 从 DNA 转录 到 RNA 的 层次 上 调节 素 解 毒 系统 的 表达 ,也 能 调节 哺乳 动物 中 铁 的 
应 管 系统 。 忽 的 应 答 系 统 在 RNA 翻译 为 蛋白 质 的 层次 上 控制 着 铁 蛋 白 、 铁 储存 蛋白 和 铁 输 运 
蛋白 的 表达 。 


13 金属 酶 的 功能 


金属 艇 是 金属 蛋白 中 执行 特殊 催化 功能 的 一 个 亚 族 。 金 属 酶 对 谋 物 分 于 起 特定 化 学 转化 
TERI, 3x 1.3 归纳 了 某 些 金属 酶 的 催化 反应 ,并 按 其 功能 分 类 , 同时 剂 出 了 一 些 显著 的 转化 作 
表 1.3 重要 金属 酶 及 功能 


例 f 
7K i RE 2S Tig BK Ri AS SE te RA 
ge EP ET EU H0 | CO, —- H;CO; — H^ -HCO.7 
TERENS SE RU BEBE ECKE 
保护 性 金属 酶 超 氧 化 物 此 化 酶 20; +2H —— H;,O; | Os 
it Sik Ss 2H.02 == 2H;0-rO. 
fis C A JT Z Rs it ST NE: CH;CH.OH | NAD == CH,CHO+NADH+Ht 
金属 核 让 酸化 学 ECT REST UAE Pug oH o Ea 
HO OH -0 H 
FS 脱氧 核 精 
H-C—O CH,OH 
H—C—OH C-0 
I HO C-H HO—C—H 
RE aT re a ERE 
H—C—OH HH 一 (一 OH 
HO—C—H H—C--OH 
CH;OH CH:OH 
D-E DRE 
AA [8] LIE Ne ac t 8SH-—— 2NH,+H: 
交合 作用 Xt £n 2H;O 一 > 0,—4H7 + e` 


用 ,这 些 转 化 作用 和 小 分 子 化 学 中 的 转化 无 简单 的 类 比 性 . 表 中 包括 了 由 N, 到 NH; 的 催化 还 
原 ( 固 氨 作 用 ) .水 氧化 为 0; 以 及 借 二 醇 (gem-diols) 还 原 为 单 秤 ( 核 苦 酸 的 还 原 ) 等 反应 , 如 表 
所 示 , 金 属 酶 可 按 功能 分 类 。 在 每 一 类 酶 中 ,通常 都 有 几 类 金属 中 心 能 够 俊 化 所 要 求 的 化 学 转 
化 作用 ,类 似 的 情况 已 经 在 呼吸 蛋白 中 碰 到 。 这 种 多 样 性 的 原因 掩盖 在 生物 进化 中 中 ,但 很 有 
可 能 是 金属 酶 初始 发 展 时 ,在 岩石 圈 和 生物 圈 的 交界 处 ,存在 着 某 特 定 元 素 的 生物 利用 率 
Cbioavailability) ,因而 被 迫 开辟 多 种 生物 化 学 途径 ,来 确保 严格 的 细胞 功能 的 生命 力 。 


1.3.a 水 解 酶 类 

这 类 蛋白 质 能 够 催化 加 成 ,或 者 消除 底 物 分 子 中 水 的 成 分 。 著 名 的 例子 是 碳酸 醛 酶 , 它 可 
促进 CO; 的 水 解 ; 歧 本 和 贾 栈 可 催化 疾 基 化 合 物 的 水 解 ; 移 酸 醋 苹 能 催化 克 酸 酯 的 分 解 , 许多 
水 解 酶 的 活性 部 位 都 含有 Zn BT. 这 样 的 选择 有 利于 金属 降低 含 气 配 体 pK. 值 的 能 力 . 例 
如 对 上 述 底 物 ,因为 二 价 锌 离子 不 易 形成 其 他 氧化 态 ,因此 有 可 能 避免 不 需要 的 电子 转移 反 
Bi, 在 水 解 酶 类 中 碰 到 的 其 他 金属 离子 Mnt, Ni'* , Ca° fI Mg ,也 能 进一步 增强 避免 氧化 
还 厌 活 性 物质 产生 的 倾向 性 ，。 


1.3.b 双 电 子 毛 化 还 原 酶 

许多 金属 醒 俊 化 的 反应 包 合 底 物 的 氧化 成 还 原 。 与 1. 2.b 节 讨 论 的 电子 转移 化 学 木 同 ， 
本 节 讨 论 的 反应 一 般 是 两 电子 氧化 还 原 过 程 ,而 且 常 涉及 原子 或 基 团 的 转移 .在 这 类 最 重要 和 
最 普遍 的 反应 中 , 氧 原 子 被 加 到 底 物 上 。 例 如 ,细胞 色素 P-450(P RH "pigment BER FRAP Mf 
中 心 可 催化 烃 氧 化 到 醇 的 反应 ;会 有 双核 铀 活性 部 位 的 酪 氮 酸 杖 可 催化 酮 基底 物 的 邻 关 基 化 
作用 ; 亚 硫 酸 盐 氧 化 敌 中 在 在 与 蝶 叭 环 活性 部 位 结合 的 钥 原 子 ,可 催化 亚 硫 酸 盐 氧化 为 硫酸 
ik. 这 些 酶 存在 两 方面 的 差异 , 即 加 在 底 物 上 的 氧 的 来 源 和 所 含 金 属 离子 的 特性 。 对 细胞 色素 
P-450 而 言 , 氧 来 源 于 双 氧 中 的 一 个 原子 对 1 mol RAL IE, P-450 BOR 1 mol 的 还 原 剂 
NAD(P)H。 对 于 了 琵 氮 酸 酶 , 氧 仍 来 源 于 双 氧 , 但 不 要 求 额外 的 辅 因子 。 对 丁 亚 硫 酸 盐 氧 化 醇 ， 
氧 原子 来 源 于 水 ,每 生成 一 个 硫酸 盐 离 子 , 就 有 两 分 子 的 细胞 色素 c 被 还 原 。 

Hike RRC PIR BURT. EE REIRA (nucleotide re- ó 
ductase, RR) E — FUKTH Z4 EWS DNA 55 —2b HE. Tan, DNA 基石 
的 脱氧 核 苷 酸 在 细胞 中 含量 很 你。 为 了 促 其 复制 , 核 苷 酸 首先 被 RR 还 
原 成 脱氧 核 昔 酸 .RR 的 一 个 亚 单 元 包含 一 稳定 的 酷 氮 酸 自由 基 ( 图 1. 5) 


和 一 个 双核 铁 中 心 。 后 者 的 作用 尚 不 很 清楚 ,但 有 可 能 产生 初始 自由 基 ， . His 
如 果 自 由 基 被 偶然 还 原 掉 , 还 可 使 其 重新 生成 。 ARTEM EARE — NTC OTCOO 
部 位 的 无 机 和 有 机 功能 中 心 之 间 密 切 相 关 。 另 一 个 例子 是 硝酸 盐 还 原 H 


酶 , 它 能 催化 NO; 还 原 为 NOz 的 反应 ,这 是 绿色 植物 同化 硝酸 盐 的 关 图 1. 5 RR 亚 单元 

键 步 又 。 硝 酸 盐 还 原 酶 中 还 含有 一 个 钼 中 心 ,这 与 存 于 在 亚 硫 酸 盐 氧化 包 舍 的 酷 粤 琶 自由 基 

BTE PERS (v 83 AR. GE 原文 无 图 题 ,该 

陪 氨 作用 是 另 一 类 双 电 子 氧 化 还 原 过 程 。 从 底 物 中 消除 2 个 电子 和 ”图 是 为 译 者 补 加 》 

2 个 质子 ,与 失去 一 分 子 的 双 氢 是 等 价 的 . 肝 乙 醉 脱氧 酶 的 活性 部 位 含有 

Znt 1 ) 离 子 , 它 能 催化 乙醇 生成 乙 醋 的 反应 。 从 释放 出 的 两 个 扫 原 子 中 的 一 个 加 到 有 机 辅 因 

F NAD(( 图 1. 3) 上 ,生成 NADH, 实际 上 ,有 些 酶 本 身 可 产生 双 氢 或 消耗 双 氨 . 这 些 加 氢 酶 古 
? 


BFK RRA RRR OPEN EE. 


1.3.c 元 电 子 对 氢化 还 原 酶 
在 1.3.b 讨论 的 反应 中 , 底 物 的 氧化 态 由 两 个 电子 (或 一 个 电子 对 } 所 改变 。 此 外 ,金属 本 
也 能 参加 到 多 电子 对 的 转移 反应 中 ,其 中 的 部 
分 例子 列 干 表 1.4. 这 些 反 应 在 很 多 基本 生物 Bid 若干 多 电子 对 所 化 还 原 反应 
化 学 路 径 中 ,具有 相当 大 的 重要 性 。 而 且 这 些 两 电子 对 反应 
BS ALPE REM CP SU OAR ie PHO 


WHR RM pap O a Fl ABI tae 
之 间 的 四 电子 转移 .细胞 色素 < 氧化 酶 是 高 度 A 
复杂 的 酶 , 它 含 有 2 PAETA 2 NARHA er 
中心, 能 催化 双 气 到 水 的 还 原 。 细 胞 色素 < 氧 OH 

LB Tc ARE = Ca wee 

Ton th H E (proton electrochemical gradi- N LSH + 6e — NH. 

ent écross cell membrane) ff JE z fili FF , FF GE SO. --8H*-F6e^ — H,84- 3H,0 


转化 为 化 学 能 ,以 促进 ADP 到 ATP 的 磷酸 NO; -8H'4 6e — NH++2H:O 
化 作用 。 氧化 水 到 分 子 筑 的 可 闭 反 应 也 能 被 
SEBEL. KAS BRE AIA 1 PHI AALS BW (oxygen-evolving complex, 
OEC), HAR WR E BTK ART rh OEC 的 活性 部 位 包含 4 MRT. 
OEC 吸收 光 能 来 推动 2 PKA FB pk O, 的 热力 学 耗 能 过 程 。 

其 他 包含 双 氧 的 多 电 - 子 对 过程 也 和 金属 酶 有 关 , 例 如 含 铁 儿 茶 酚 双 加 和 毛 酶 ,能 打 断 儿 茶 酷 
(EM 1,2- 二 羟基 茶 ) 的 芳香 环 ， 多 电子 对 过 程 在 氨 的 新 陈 代谢 中 也 起 重要 作用 。 有 些 绿色 植物 
能 从 它们 的 根 痛 菌 中 得 到 氮 的 有 用 形式 , 根 痛 菌 有 惊人 的 能 力 把 空气 中 的 氮 分 子 还 原 或 氮 。 有 
显著 的 六 电子 转移 作用 、 被 称 为 固氮 酶 的 酶 体系 包 会 丙种 重 白 质 , 一 种 是 所 谓 的 铁 铀 蛋 哲 ,其 
中 合 一 独特 的 铁 钥 辅 因子 FeMoco, ERA RAGS RRERBYE RRR. KA 
中 十 氮 分子 结 侣 与 还 原 的 部 位 。 它 也 包含 其 他 --… 些 涉及 电子 转移 的 铁 硫 艇 。 狂 在 FeMoco 中 的 
Mie SHEL 3.b THRE SHR. KARABAKH Bo HRA RELA ATP 相关 
的 方式 把 电子 转移 到 的 铁 铀 蛋白 CARAS FeS ATR. a- HRANA RNE 
EART AN, TLEER NO 六 电子 还 原 到 氨 。 此 酶 在 其 活性 部 位 包含 一 个 称 为 
siroheme 的 还 原 铁 -中 啉 配合 物 。 另 一 个 类 似 的 酶 能 催化 亚 硫 酸 盐 六 电子 还 原 到 硫化 和 所。 


1.3.9 EHE 

许多 生物 转换 作用 不 涉及 底 物 氧化 态 的 任何 净 改 变 。 催 化 1 ,2 碳 变 位 的 酶 经 常 要 求 维 生 
x Bi 或 其 衍生 物 (图 1, 6) 作 靖 因 子 。 这 一 辅 因子 是 取代 咕 啉 环 的 烧 基 钳 C 了) 配合 物 ( 图 1. 3)， 
这 是 在 生物 学 中 研究 得 最 清楚 的 有 机 金 庙 单 元 ,这 里 的 有 机 金属 化 合 物 , 是 指 任 们 一 种 有 直接 
相连 的 金属 -碳化 学 键 的 物质 ,许多 用 Bi* 作 辅酶 的 化 学 反应 是 通过 金属 一 自由 基 的 途径 引发 
的 ,或 被 Co -C 键 均 异 俱 化 。Biz 作 转 酶 的 化 学 反应 与 前 面 提 及 的 过 滤 金 属 产生 的 有 机 自由 基 
闻 的 联系 由 以 下 事实 说 明 ,Bi 以 及 利 酪 氨 酰 自由 基 相 关 的 核 苷 酸 还 原 酶 ( 见 1. 3 b) ,二 者 催化 
METRE REA RZ IL, 
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) 
R= mE BO E N 
d “——OH 


R=CN (Ë EXC By 
= H 3: zF 
R Ae o v 
图 1.6 HERSH 


AP REHM BH EAR ES ATELY Krebs df PF ( BI] — E289 (8 M) cB. Fe 1b 
为 异 柠 简 酸 盐 。 乌 头 酸 酶 可 加 人 和 人 铁 和 还 原 剂 而 活化 ,而 且 最 近 的 工作 表明 ,这 样 的 活化 要 求 在 


蛋白 质 活性 部 位 的 一 个 FeS 原子 得 转化 为 一 个 FeS 原子 艇 。 有 趣 的 是 ,虽然 这 样 的 艇 全 物 


与 电子 转移 过 程 关联 的 治 目 质 特征 ,但 在 术 檬 酸 盐 和 异 柠 棕 酸 盐 的 相互 转化 机 制 中 , 却 没 
有 发 现任 何 氢 还 上 反应 讨 程 的 证 据 .。 


1.4 生物 体 中 金属 的 信息 传递 作用 


金属 离子 在 生物 体内 可 作为 磁性 罗盘 ,作为 特殊 细胞 功能 的 触发 剂 ,也 能 调节 基因 表达 ， 
人 要 究 这 些 细胞 的 信息 传递 作用 呈 生 物 无 机 化 学 
tactic bacteria) 能 用 磁铁 位 (FesO) 作 为 体内 的 


滑 着 地 球 梯 力 线 的 方向, 朝 下 向 水 深 处 游 ,以 中 多 售 高 深度 氧 的 表 s OPE Dat. ene 
RRA A ITE. SAA RR IPFE 18 ERE Y BL. EH 
,甚至 人 类 ,也 能 利用 他 们 大 脑 中 的 磁性 物质 达到 


有 在 地 球 的 
朝 上 向 水 岩层 游 ! 人 们 相信 .有些 蜜蜂 .信和 钥 


控制 方向 的 目的 . 碱 金属 和 碱土 金属 离子 ,特别 


应 。 神 经 元 可 被 快速 跨 草 的 钠 离 子 流 启 动 , 钙 结合 
让 息 传 递 现象 的 两 个 典型 和 例子。 实际 上 ,Ca** 离 子 被 认为 是 “第 二 信使 *。 例 如 ,激素 结合 
IHRE Ca*+ 离 子 浓度 的 变化 信息 。 锌 指 是 生物 学 中 最 新 发 


这 是 { 


Bae He SEA ES, RE Ae 


中 一 -个 活路 的 前 党 领域 。 SUR magneto 


是 Na' K'A Ca** , BE E ORY Bh A: PR E 
合 蛋 白 ( 比 如 征调 蛋白 ) 能 调控 细胞 内 的 功能 ， 


现 的 金属 离子 族 , 它 存 在 上 许多 蛋白 中 ,可 调节 转录 作用 ( 见 1, 2.¢ 节 )。 我 们 目前 尚 不 知道 , 锐 
ETETEA PRIRA HEA ,或 者 说 锌 的 浓度 是 否 能 以 某 种 方式 调节 基因 表达 。 


1.5 金属 离子 和 核酸 的 相互 作用 


金 


局 离子 也 能 直接 与 DNA 和 和 RNA 相互 作 


A. 有些 相 互 作用 并 非 是 特定 的 ,例如 ,Na' 和 


Mg*+ 离 子 通过 静电 相互 作用 来 稳定 核酸 的 结构 ,这 种 静电 作用 使 带电 荷 的 克 酸 基 团 之 间 能 够 


THRE. RICA TE 


可 作为 辅 因 子 , 活 化 在 催化 作用 的 RNA 分 子 ; 


局 离 子 对 核酸 特定 的 键 合作 用 .因此 ,Mg# 和 其 他 的 二 价 金属 离子 


而 K+ 这 样 的 一 价 阳 离子 则 叮 稳定 端 粒 (telo- 
9 


mercs) 的 结构 an Ae A e TE Be Us PT DNA 的 双 螺 族 离 子 的 单元 ， 端 粒 的 结构 (图 1.7) 
FHE TE Waison-Crick 碱 基 对 的 相互 作用 ,以 及 8 4B E PA gd SE SEE EE 3 obo -ERE 
FASE PY OY FO A E PE RR Nat K ' 离子 的 浓度 控制 。 另 外, 有些 以 无 机 元 素 为 基础 
的 药物 ,例如 顺 铀 ,可 直接 和 DNA 配 位 ( 见 1.7 节 )， 金 属 配合 物 已 经 用 作 剪 切 剂 (cleaving 
agents) 来 探测 核酸 的 二 级 结构 ， 


t MaL 


图 1.7 染色 体 末 端 端 粒 单元 的 下 能 结构 
Rn YER d SEES TERN) 5 ER 03 [IRE GE 
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1.6 金属 离子 的 输 运 和 储存 


金属 离子 是 如 何 进 入 细胞 和 如 何 被 储存 的 ? 这 一 专题 是 生物 无 机 化 学 研究 中 的 一 个 活路 
领域 ,尽管 它 不 能 像 其 他 专题 那样 ,按照 金属 的 功能 来 分 类 .这 方面 研究 得 最 清楚 的 金属 是 铁 。 
铁 进 入 细菌 细胞 后 ,被 细菌 分 说 的 称 为 裁 铁 体 Giderophores) E844 T t fb. WES. ERAL 
动物 中 , 铁 被 血清 电 白 中 的 运 铁 蛋白 (transferrin) 结 合 和 输 运 ,大 部 分 再 被 铁 重 户 (ferritin) 以 
活体 形式 储存 。 铁 和 恒 自 有 近似 球形 的 空心 层 , 能 结合 4500 个 Fe 离子 。 铁 离子 在 这 些 蛋 日 休 
系 中 如 何 称 动 ? AAS MAAS IE ALB RR. Be A E o P o K A E E eA 
{ceruloplasmin} 输 运 , 另 一 个 类 似 的 蛋白 称 为 里 蛋 白 (albumin) ,也 能 结 台 和 输 运 金属 离子 . 金 
属 硫 蛋白 (metallothionein) 基 富 含 半 脏 氮 酸 的 蛋白 , 当 细 胞 中 的 基 些 金属 离子 ,例如 县 有 毒性 
MC? APD 离子 过 贡 时 ,就 会 在 细 了 牙 中 出 现 大 基 的 金属 硫 蛋 日 ,因此 ,金属 硫 蛋 白 起 着 防护 
作用 ,也 可 参与 控制 金属 的 传输 .储存 和 维持 正常 状态 下 的 深度 


1.7 医药 中 的 金属 


许多 人 首先 从 文献 中 知道 金属 在 医药 中 的 用 途 及 金属 的 毒性 ， 铁 和 铀 的 应 用 可 通过 文字 
记载 追溯 到 古 希腊 和 和 希 伯 莱 ，Lewis Carroll H RWA BER PRA. EE PULP 
纪 的 常见 金属 离子 中 ,Hg:+ 用 来 治疗 悔 毒 ,Mg 用 来 治疗 肠 功 能 紊乱 ,Fe*' WI FIOR RTT SRL 
这 些 金 居 的 早期 应 用 是 简单 和 初步 的 ,并 未 经 过 精细 加 工 ， 吉 到 近来 ,有 机 化 学 家 推出 了 磺胺 
沧 , 衣 替 素 及 气 甲 只 叭 这 类 基于 机 理 (mechanism-based) 的 抑制 剂 , 他 们 的 贡献 促使 金属 药物 
得 到 蛮 巧妙 和 有 效 的 应 用 , 然而 ,当今 的 无 机 化 学 也 开始 对 现代 医学 产生 了 很 大 的 影响 , 三 种 
重要 的 无 机 药物 示 于 图 1.8 中 。 

一 个 最 重要 的 抗 癌 药 是 羌 铂 tcisplatin)eis-PtCNHa)sCl;, 遂 过 静脉 注射 可 用 来 治疗 界 刀 、 
卵 混战 头颅 部 的 肿瘤 。 顺 铂 对 早期 诊断 出 的 塞 丸 痛 , 治 请 率 超 过 90%。 另 一 个 是 Auranofin 
[Au(PEt,) Gtag) J, 此 处 ttag 表示 4-O-Z BE Bi Hi SE Cretra-O-acetylthioglucose) ,这 是 第 一 
个 治疗 类 风湿 关节 炎 的 口服 药 。 它 是 抗 关 节 炎 黄金 试剂 中 的 一 重要 药剂 ,其 他 的 黄金 试 州都 是 
注射 滚 。 第 二 个 实例 是 Te(CNR)1 ix HUS PE SE RO Te, 这 类 配合 物 可 被 心肌 纤维 
选择 性 地 吸收 ,已 证 明 它 对 心脏 造影 非常 有 用 。 铂 , 金 和 和 锤 这 二 个 属于 非 必需 的 过 滤 元 素 已 在 
医学 中 找到 了 自己 的 位 置 , 由 于 无 机 化 全 物 的 广泛 性 和 多 样 性 ,无 机 化 学 用 于 收 善人 类 健康 的 
订 能 性 是 无 止境 的 。 在 这 方面 ,生物 无 机 化 学 尚 处 于 婴儿 期 ,但 它 必 将 会 成 为 个 重要 和 快速 
发 展 的 领域 ， 


18 本 书 的 内 容 安排 


本 章 的 讨论 涉及 目前 生物 无 机 化 学 研究 的 基本 问题 ,为 后 续 章 节 提 供 了 概要 和 背景 知识 。 
讨论 专题 是 根据 金属 离子 在 生物 体内 的 功能 划分 ,这 一 研究 领域 中 通常 都 按照 这 种 方式 来 组 
Eu E, 但 在 本 书 中 ,我 们 采用 了 不 同 的 处 理 方式 。 前 三 章 是 引 论 ,给 对 无 机 化 学 ,生物 化 学 以 
及 生物 无 机 化 学 家 常用 的 物理 方法 陌生 的 污 者 ,提供 起 码 的 基础 知识 .第 2 章 给 出 了 与 生物 休 
中 金属 离子 功能 万 关 的 配 位 化 学 要 点 。 第 3 章 包含 了 蛋白 质 , 核 酸 和 其 他 牛 物 大 分 子 的 类 似 信 
A. 第 4 章 对 物理 方法 作 了 管 要 讨论 , 这 三 章 均 林 对 所 给 专题 作 严格 精确 的 论述 ,其 内 容 可 从 
很 多 相关 的 教科 书 中 得 到 ,经 验 让 富 的 读者 可 略 过 这 三 章 ， 


1] 


第 5 到 第 12 章 共 八 章 足 本 书 的 核心 ,试图 从 最 广泛 的 生物 无 机 体系 的 研究 多 献 中 ,提炼 
出 基 本 原理 .这些 章 节 的 结构 框架 是 关 着 这 祥 的 方向 组 织 的 :, 即 从 活体 细胞 中 金属 离子 的 利用 
性 到 生物 到 机 化 学 在 分 子 机 理 上 的 育 接 细节 .在 这 八 章 中 ,我 们 力 钢 把 从 描述 生物 化 学 中 提炼 
出 的 原理 ,又 贯穿 到 具体 的 描述 性 内 容 中 去 ， 

最 后 章 为 生物 无 机 化 学 研究 领域 出 现 的 新 挑战 ,讨论 的 内 容 到 1994 年 为 止 。 
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R= CH —0— OCh, 
CH, 


Cardiolyte, 心脏 造影 齐 
图 1.8 用 于 现代 医学 的 三 种 无 机 化 合 物 的 结构 
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1. 生物 化 学 史上 -个 重要 的 实验 是 :Sumner 证 明了 一 种 称 为 刀 豆 脲酶 的 酶 能 结晶 出 来 。 该 结晶 艇 是 - 
个 纯 蛋 和 白 , 这 一 事实 对 于 “ 折 有 酶 者 是 蛋白 质 * 的 争论 很 重要 。 大约 SOR. RAS ERENG TEA 
质 分 了 中 ,包含 2 个 Ni 离子 。 评述; 如 果 这 一 发 现 提早 50 年 ,将 如 何 影响 生物 化 学 的 发 展 。 

2， 垢 的 宠物 龙虾 (pet lobster, “ARS STR CRAE BRIDE. 你 认为 在 其 食物 中 添加 铁 旦 
否 为 好 疗法 ?请 惫 给 出 一 种 治疗 方法 。 

3. -种 新 的 电子 转移 蛋白 已 经 分 离 出 来 了 ,元 素 分 析 指 出 它 只 含 锌 。 评 述 这 -分 析 靖 果 。 

4. 当 你 试问 在 当地 的 化 学 试剂 商店 买 一 种 心 驻 造影 齐 cardiolyte 时 ,店员 告诉 你 ,他 们 没有 这 种 试剂 , 辕 
为 它 没有 明确 的 有 效 期 。 请 解释 为 什么 。 这 一 性 质 如 何 使 cardiolyte 威 为 优 民 的 放射 性 药物 ? 
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第 2 章 与 生物 无 机 研究 有 关 的 配 位 化 学 原理 


2.1 热力 学 要 点 

2.2 动力 学 要 点 

2.3 生物 体 中 金属 离子 的 电子 结构 和 几何 结构 
2.4 配合 物 中 配 体 的 反应 性 

2.5 模型 配合 物 和 自发 自 组 装 概念 


本 章 给 出 了 与 生物 体 电 人 金属 离子 作用 有 蛙 殊 关系 的 无 机 配 位 化 学 的 条 些 内 容 。 在 生物 环 
境 中 ,金晶 离子 特有 的 性 质 各 那些 围绕 着 它们 的 有 机 宫 能 团 不 司 。 为 了 理解 金属 中 心 的 功能 ， 
需要 对 这 些 特殊 性 质 肥 起码 的 了 解 。 本 豪 提供 了 关于 金属 离子 修学 反应 和 电子 结 拘 特点 的 信 
息 , 有 关 物 理性 质 的 测量 将 在 第 4 € xf. 


21 热力 学 要 点 


2.4.a URBES 
生物 体 中 的 金属 离子 对 配 位 给 体 的 结合 倾向 .经 常 受 软 硬 酸 碱 理论 的 制约 , 表 2.: 列 出 了 
前 述 重要 金属 离子 (已 列表 1. 1) 的 软 硬 特性 ,其 中 的 一 些 用 作 生 物探 针 和 药物 . 在 这 一 分 类 
表 中 ,“ 软 "意味 着 体积 大 且 易 被 极 化 ;而 “ 硬 ” 意 味 着 体积 小 且 不 易 被 极 化 。 金 居 离 子 串 认为 是 
Lewis M. 与 中 心 金属 离子 配 位 的 配 体 是 Lewis 碱 ,它们 都 按 软 硬 酸 碱 规则 列 于 天 中 . 在 生物 
介质 中 ,提供 这 些 配伍 的 有 蛋白质 侧 链 , 核 酸 的 碱 基 ,. 小 细胞 的 细胞 质 成 分 以 及 有 机 辅 内 子 ( 见 
图 1. 3) ,当然 还 有 水 分 子 . 虽然 存在 例外 情况 ,但 在 酸 破 结合 时 的 一 般 规 律 是 : 硬 酸 亲 硬 碱 , 软 
酸 亲 软 破 . 例如 ,制备 X 射线 结 梅 分 析 物 相 所 采用 的 重 原 子 衍生 物 时 ,可 把 蛋白 质 晶 以 浸入 到 
K;PtCL, 的 溶液 中 , 软 的 Pt) 离子 明显 倾向 丫 合 睦 露 在 外 的 软 配 体 , 最 常见 的 是 结合 半 胱 氨 
酸 的 琉 基 或 甲 大 和 氨 酸 的 硫 本 键 部 位 ,而 与 暴露 在 外 的 谷 氨 酸 或 天 冬 氮 酸 中 关 酸 根 结合 的 可 能 
性 则 小 得 多 。 碱 金 扁 和 碱土 金属 例如 Ca? 则 最 经 常 和 拔 酸 上 的 氧 原子 结合 ,Fe’1+ 和 着 酸根 或 
酚 基 上 的 氧 配 位 ,Cu 扩 则 和 组 氨 酸 上 的 氨 配 位 ( 表 2. 00, 软 硬 酸 碱 规则 用 在 生物 无 机 化 学 中 的 
最 好 例证 是 金属 硫 蛋 白 《 图 2. 1) ,在 这 类 小 分 闻 蛋 白质 中 ,几乎 30% 35585 SURE BE E: SE DER 
酸 残 基 , 其 统 基 最 容易 结合 的 是 软 金属 离子 ,如 Cd:*、Hg*+、Pb:* 和 Tl+。 金 属 硫 和 蛋白 的 一 个 
生物 功能 是 保护 细胞 ,以 防止 这 些 金属 离子 的 毒害 作用 ， 
. $21 HSBTGLLSCPEXE SN TRER 


金 I: Ac 体 
硬 
H^ Mnt Cr H;O CO, NH, 
Na ADU Co"! OH- NO, RNH: 
K! Gat” Fe CH:CO2 ` ROH N:H, 
Mg Ca** TI* PO, R.O ROT 
ROPO,?7 (ROLPO. Cl 


金 8 RC 体 _ 

ac Ht 

Fe*t Ni?* Zn?* NO” 

Cot Cu N, OR 
SO, 
Br HN 
N; N 

软 

Cu ' Prt Prit RS R;P 

Aut Ti^ Hg" RST CN^ 

Cd?" Pb RSH RNC 
(RSPO — (OROXPOOOS 
SCNT CO 
HT R^ 


21.b A4 4ÍEH Irving-Williams 序列 

SSE ARE — rie ENWBTSaESBETRTOESRRETIEG.LTEGY 
Hee n]. REM Ez E Fc HER GAGE Re A TO HI RARE 9 Rea 
异常 的 稳定 性 。 这 一 现象 可 从 2. 1 式 中 看 出 : 

[Ni(OH,)y 22 | Hetedta)—-7 [Nitedta} T 4- 4H;O -2H40* (3.1) 
NiC I 在 水 溶液 中 被 六 骨 配 体 乙 一 胺 四 乙酸 (TIs(edta) HE HEREX A 2. 2 中 给 出 ) 
KA, AKUERE H, dta Y fü fe EDT A 形式 来 表示 .类似 这 样 的 配 体 ,可 用 于 医药 上 营 
SABES SWEAR DR A. BOOS SCR PR SEHE EET AT 
它们 的 利用 ,从 而 防止 食物 腐败 。 在 要 研究 的 生物 体系 的 缓冲 溶液 中 ,也 常 加 入 EDTA Reti. 
以 减少 某 些 游离 金属 离子 的 浓度 ,而 这 些 金属 离子 的 存在 能 够 促使 不 必要 的 反应 发 本， 

歼 合 作用 在 生物 无 机 体系 中 一 个 重要 的 例子 ,是 图 1. 3 Erf iH BOE PP nt tma AE P Bas Gr 
作用 。 这 些 天 环 分 子 有 接近 共 面 的 4 个 紫 略 环 ,吡咯 环 上 的 配 位 氮 原 于 胡 接 指向 中 心 的 金 哆 离 
子 。 因 此 ,金属 叶 啉 或 金属 顺 啉 在 热力 学 上 是 很 稳定 的 ,能 营 合 县 有 洒 同 氧化 态 的 多 种 金属 离 
子 。 结 巢 , 这 些 获 合 单元 提供 了 在 牛 物 中 广泛 存在 .能 被 利用 的 生物 无 机 功能 基 团 , 绍 胞 色素 
(Fe) .叶绿素 (Mg) 和 维生素 Bls(Co)? 就 是 其 中 的 几 例 。 

另 一 个 常用 的 无 机 化 学 原理 是 ;对 一 个 给 定 的 配 体 ,第 一 过 渡 系 的 二 仿 金 属 离子 与 它 结合 
的 典型 倾 疝 性 遵循 下 面 的 稳定 性 顺序 

Cat Mg « Mn** «Te!! «Co!* ON?! «Cu! >t, 
ik WEE ËF JH. Irving- Williams 给 出 ,因此 , 称 为 Irving-Williams JT 30, E 85 XT T 878 88 
子 半 径 的 减 小 ,金属 和 配 体 之 间 的 化 党 键 的 增强 


2. Le 配 体 的 pK, 值 
生物 体 中 天 部 分 金属 离子 的 正 电 荷 ,对 结合 于 配 位 层 的 质 竺 配 体 的 酸性 阴 离 季 ( 共 辊 城 ) 
起 稳定 作用 .。 这 一 效应 的 最 好 例证 是 配 位 水 。 ELTÉBLES DEP, ERR pu SE 
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氨基 柄 序列 
CH,CONH-Met Asp Pro Asn Cys Ser Cys Ala Thr Asp Gly Sar Gya Ser Cys Ala Gly Ser Cys Lys Cys Lys Gin Cys Lys Cys 
Thr Ser Cys Lys-Lys Ser Cya Cys Ser Cys Cys Pro Val Gly Cys Ala Lys Cys Ser Gin Gly Cys lle Cys Lys Giu Ala Ser Asp Lys 


Cys Ser Cys Cys Ala-COO` 


图 2.1 人 金属 硫 蛋白 及 其 四 仿 属 (上 ) 和 三 金属 (下 ) 和 的 氮 基 酸 序列 和 三 维 结构 


许多 生物 配 体 中 ,都 存在 配 位 水 。 表 2.2 UT ACA pK, 值 ,包括 有 ,无 不 同 金属 
离子 的 数值 . 若 把 所 带电 荷 作为 考虑 问题 的 基点 , 则 二 价 金属 离子 比 相应 的 二 价 离子 能 更 有 效 
地 降低 质子 配 体 的 pK, 值 。 
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° 
H,C HC Son 
Ned. 
OH 
HO. CH, HC P 


12 (a) AREH —SULEOG,EDTA)O) EDTA 的 Coi 配 台 物 的 结构 


配 位 水 脱 质子 生成 产 基 配 体 ,是 几 种 金属 酶 催化 水 解 机 理 中 所 假定 的 一 个 步 又 .两 个 战 几 
个 金属 离子 与 一 个 质子 配 居 的 配 位 ,甚至 会 使 pK, (BEER AMBER. 3X — RENE TERRE 2, 3 中 用 铁 
(C1) 的 水 解 来 说 明 , 在 [Fe COH, + 中 ,水 去 质子 的 p 天 . 值 是 2. 2 ,而 在 有 产 基 配 位 的 


$2212 有 ,无 金属 的 重要 配伍 的 pK, 值 


-一 a —logK 
配 体 和 反应 金属 离子 (25°C,0.1 mol/L) 

无 _ 14.0 

-p Ca 13.4 

+ + Mn 11.: 

Z+ — t 

H,O + M = M on] Cu?+ 10, 7 
+H Zn*t 10.0 

X 35.0 

- H’ Co” 32. 9 

NH, + M^ = M—NH, Cut 30.7 

y tp Nutt 32.2 

X 4.7 

+ 3 十 

o -H Mg 4.2 
1 M | d. l _] Catt 4. 2 
HO” "cn, B! M—O" CH, Nit 4.0 
Cue" 3.0 

x 7.0 

-H ; Cot 4.6 

a + _ | Ni 4. 0 

"Cl *M y NTN Cu 3.8 

+ H° 


[Fe(OH;), (OH); 六 中 ,由 于 生成 (pn 羟基 )- 或 wx-( 氧 ) 双 铁 (E B G. S ECT RS pK, 值 约 等 于 
6。 这 些 结果 说 明了 如 昌 没 有 配 体 的 支撑 ,水 合 铁 () 离 子 以 及 许多 其 他 的 金属 离子 配合 物 都 
不 能 在 7 左右 的 生理 pH 下 存在 。 共 他 质子 生物 配 体 的 二 舍 或 多 京 金属 离子 则 相当 普遍 地 存 
在 着 ,例如 在 铁 硫 蛋 白 中 发 现 三 桥 联 的 (ms- 硫 ) 三 铁 艇 单元 ,在 牛 红血球 起 氧化 物 歧化 酶 (脱氧 
KHAA: DENE RSE) H A M HATE PRIE EO ACI -FECI )， 

$2.3 Fe (H) TE 25°C 的 水 解 度 应 * 

R 应 0 PŘ 
Fe** 十 H,O 一 > Fe(OH)?* + H* _ u 


2Fe' + 2H,0 — Fe(OH» + 2H7 ^. 

Fe(OH)?! HO — * Fe(OH), + II* 3.5 
Fe(OH) + HO — Fe(OH); + — H* 5 
Fe(OH), + H,O —— Fe(OH} + Ht 10 


" 额外 配 位 到 铁 原 子 上 的 水 分 子 未 表示 出 。 


2.1.d 握 化 还 原 记 位 的 调节 

改变 金属 中 心 的 配 位 原子 和 立体 化 学 ,能 使 电子 转移 反应 的 电位 发 生 很 大 变化 .这 些 内 素 
的 影响 ,可 使 表 1, 2 中 水 全 离子 电位 的 改变 大 于 1.0YV。 表 ?2.4 说 明了 不 同 配 体 调节 Cug I )/ 
Cu( I) 氧化 还 原 电 位 的 能 方 ,这 是 在 无 机 化 学 和 生物 无 机 化 学 中 均 研 究 得 最 充分 的 一 个 例 
子 。 铜 ( ! BAR dee A CML 2.4 节 ) ,倾向 于 形成 四 配 位 的 四 面体 构 型 或 三 配 位 
的 二 和 角形 构 型 。 而 筋 一 方面 .二 价 钢 配 合 物 则 是 虚 型 的 平面 四 方 构 型 ,或 同时 带 有 额外 的 一 个 
或 两 个 结合 较 弱 的 轴 向 配 体 ,因此 ,Cul 1 EG Cu( 工 ) 通 常 更 容易 被 共有 四 面体 构 型 的 配 位 环 
境 稳定 ,致使 Cul1) 的 氧化 还 原 电 位 升 高 ,成 为 更 强 的 氧化 剂 。 如 表 2. 4 中 所 示 , 在 
Cu(R-sal): 中 引入 一 个 大 的 R 基 财 , 则 配合 物 的 几何 构 型 由 平面 四 方向 四 面体 形 晴 变 ,从 而 使 
Hie ACI) PARRA. 另外 ,Cu( 1) BRE. MPAA SR S RSS 这样 的 软 配 体 ， 
因此 , 软 配 体 取代 配 位 是 内 的 其 他 配 体 也 提高 了 Co([ CuI ) 的 还 原 电 位 ， 

表 2.4 DMF 溶液 中 配 体 对 Cu(T)/Cul T ) 还 原 电 位 * 的 影响 


化 合 物 名 称 E/N 
Cu(O-sal)-en i —1. 21 
Cu(Me-sal); — ü, 90 
Cu(Er-sal;; — f. 86 
Cuis salJ;en — ü, 83 
Cut(:-Pr-sal); —t. 74 
Cu(r-Bu-sal); — 6. 66 
A 
Qh Qe 
= \ o N N= 
A Iu 
Cu(R-sal); Cu(X-sal);an 
X=oOargs 


IF 


“配合 物 丰 此 电位 下 -4 
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被 氧化 ,一 半 被 还 原 。 


配 体 的 类 型 和 立体 化 学 对 Cu C I )/Cul 工 ) 电 位 的 影响 ,不 仅 从 表 2. 4 列 出 的 无 机 配合 物 
中 表现 出 来 ,而 且 在 某 些 舍 铜 的 蛋白 质 中 也 表现 出 同和 祥 的 影响 ,在 这 里 ,高 氧 还 电位 的 获得 ,二 
蛋白 质 用 两 个 组 氨 酸 的 咪唑 基 和 一 个 半 鹏 氨 酸 的 得 基 侧 链 作为 配 体 ,通过 配 位 几何 构 型 向 平 
面 三 角形 畸变 来 实现 的 。 氧 化 还 原 电 位 被 局 部 的 二 白质 环境 调节 ,还 有 很 多 其 他 重要 例子 ,这 
在 生物 无 藉 化 学 中 经 常 磁 到 ,其 中 的 例子 有 铁 硫 入 和 细胞 色素 。 有 时 ,尽管 残 基 对 金属 不 一 定 
是 配 位 关系 ,但 电位 还 会 受 金 属 离子 周围 残 基 其 有 的 局 部 介 电 常 数 影 响 -. 这 RAS 
物 中 溶剂 对 氧化 还 永 电位 的 影响 类 似 。 


2.1.e 生物 高 分 子 的 作用 
如 前 所 述 ,在 生物 环境 中 金属 中 心 的 热力 学 稳定 性 ,不 仅 由 金属 内 在 的 对 其 一 氧化 态 的 倾 
癌 性 、 配 体 组 合 和 配 位 几何 构 型 所 央 定 ,而 二 也 由 生物 高 分 子 遂 过 它们 的 二 维 结构 ,控制 立体 
化 学 太 提供 配 体 的 能 力 所 决 定 , 非 配 位 的 残 基 对 某 些 影响 央 素 也 有 贡献 :局 部 的 亲 水 性 或 彤 水 
性 、 配 位 部 位 的 空间 位 阻 .能 与 金属 配 位 屋 中 成 键 或 非 键 原子 相互 作用 以 提高 或 者 降低 稳定 性 
的 氨 键 基 财 等 。 真 王 试图 了 解 金属 在 生物 体 中 的 功能 如 何 ,必须 对 金属 和 核酸 及 和 蛋白质 键 合 时 
的 种 种 因素 加 以 阐明 , 
整合 作用 在 生物 无 机 化 学 中 最 惊人 的 表现 ,是 在 很 多 金属 蛋白 核心 中 ,存在 闭 强 的 特定 金 
属 结合 部 位 ,自然界 中 最 有 效 的 整合 剂 可 能 是 能 折合 的 ( 见 第 3 章 ) 蛋 白质 链 , 它 能 给 金 访 中 心 
提供 所 需 立 体 化 学 环境 各 种 取向 的 总 基 酸 残 基 配 体 。 这 “现象 最 好 的 例证 是 牛 红血球 超 氧化 
物 歧化 醚 (CusZnsSOD) 中 的 锌 结合 部 位 , 锌 在 这 一 位 置 的 配 位 环境 对 锌 的 存在 非常 有 利 , 坟 至 
于 脱 金 属 (或 者 远离 金属 ) 莉 白 (E:E:SOD,E 一 金属 空缺 ) 能 够 用 透析 方法 ,从 厨 酸 盐 缓 冲 溶液 
中 转移 出 痕 量 的 锌 。 这 一 结 人 台 部 们 也 是 特定 的 ,如 果 Ca^ GET Zn 的 位 置 ,生成 的 
Cu;Cu,SOD 用 过 量 二 价 锌 处 理 , 测 锌 位 置 的 铜 能 被 锌 取代 。 这 一 化 学 现 蒙 很 反常 ,因为 它 违背 
T Irving-Williams 序列 (参见 2. 1.b) 通 常 的 亲疏 规则 。 显 然 , 镑 在 这 一 部 位 有 重要 的 功能 ,这 
-特定 部 位 能 以 某 种 方式 ,确保 必需 金属 离子 的 特殊 作用 ， 


2.2 动力 学 要 点 


2.2.a 配 体 交 换 速 率 

表 2.5 列 测 了 许多 必需 金属 离子 的 水 交换 述 率 ,从 这 些 数 据 可 清楚 看 出 ,M 一 DOH; 键 是 很 
活 涯 和 易 断 的 ,而 且 能 以 每 秒 钟 10 亿 次 的 速率 很 快 重新 生成 .金属 - 配 体 之 间 键 的 活性 道 常 遵 
HR 2. 5 中 水 配 位 高 子 的 规律 。 一 般 来 说 ,电荷 低 的 M 比 电 荷 高 的 M” 与 配 体 变换 速率 快 。 
RCo! A Co AERA DS -过渡 系 金 属 离子 ,在 生物 无 机 化 学 中 极 少 碰 到 ,第 二 ,第 
三 过 渡 系 的 金属 配合 物 与 第 一 过 渡 系 欧 同 族 对 应 配合 物 粗 比 ,动力 学 忆 性 要 大 得 多 。 例 如 , 当 
抗 癌 药 顺 -[PtNH;);Cls] 通 过 类 去 气 配 体 和 DNA 结合 后 ,即使 长 时 间 地 透析 这 一 合 铂 的 生物 
高 分 子 , 铂 也 不 能 被 交换 出 来 。 只 有 和 包 离 子 这 类 对 铂 有 极 强 结合 力 的 配 体 ,才能 置换 出 Pt 
DNA 加 合 物 。 类 似 的 情况 存在 于 和 条 键 合 的 氨基 酸 残 基 , 这 在 蛋 日 质 电子 转移 反 谱 的 研究 中 
当 和 多 齿 歼 合 配 体 结合 时 ,第 一 过 渡 系 金属 岗子 (比如 Fe*') 的 配 体 快速 交换 速率 明 疡 减 
小 ,例如 ,金属 趾 啉 {图 1. 3) 在 动力 学 上 相当 情 性 ,然而 , 非 歼 合 环 上 的 轴 向 配 体 则 能 进行 通常 
的 快速 配 体 交 换 。 例 如 ,CO.RS Al CN” 等 配 体 能 形成 更 加 惰性 的 M L 键 , 很 多 金属 中 啉 中 
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AEA PAN SST BEER ICE ET aa 88 Sr Ñuka ps RMR Se % W Ps 0. 
不 能 和 游离 金属 离子 交换 .由 于 蛋白 质 的 空间 屏 项 作用 ,通常 导致 溶剂 无 法 接近 金属 配 位 层 ， 
形成 了 这 些 重 白 质 核心 的 动力 党 惰性 。 如 果 蛋 白质 由 于 加 热 ,或 湛 加 某 一 溶剂 (如 二 甲 共 亚 


砚 ) 使 其 变性 , 则 金属 通常 能 释放 出 来 。 
表 2.5 25°C 时 ,水 分 子 从 金属 离子 第 一 配 位 层 交 换 的 速率 
离子 FE At kira | 离子 ks! 
Li“ 4X 10° vit R> 10! Sn'* 0 
Na ' 7X 108 Cr 1x10 Hg 4x10" 
K 1x10 Mn! 2x 10 1 Al 1 
Be*- 8x10 D Fe 4X 107 | Fe 2x10! 
Mg?! 6x10 Co? 3x 105 Ga" 4x10 
Catt 3x10 Ni** 4 x 10' Gd 2x10 
Ba?’ 2x10 Cui 1x10? Bi > 106" 
Zn 2x10 Crit 2x 10 ° 
Co^ <lo? 
Rh’ 6x107? 
2.2b 取代 反应 


金属 离子 配 位 层 中 的 一 个 配 体 被 另 一 个 配 体 所 取代 ,可 以 有 缔 人 台 ( 二 级 ) 或 解 离 (一 级 ) 两 
种 途径 ,其 动力 学 机 理 分 别 类 似 于 有 机 化 学 取代 反应 中 的 Su Syl 机 制 。 配 位 数 低 (和 所 4) 的 
金属 离子 倾向 于 进行 缔 合 机 制 的 配 体 取代 反应 ,而 高 配 位 金属 ( 瑟 位 数 衬 6) 则 采用 解 离 的 途 
径 .发 生 在 莉 白 质 或 核酸 键 台 的 金属 中 心 的 取代 反应 则 复杂 得 多 ,其 原因 是 进入 的 配 体 与 金属 
中 心 附近 基 团 的 相互 作用 ,以 及 这 些 反 应 的 偶合 改变 了 大 分 子 的 构象 。 


2.2.c 电子 转移 反应 

电子 转移 到 过 渡 金 属 离子 ,或 者 从 金属 离子 转移 出 来 ,可 用 内 界 机 理 和 外 界 机 理 两 种 反应 
途径 来 描述 .内 界 电子 转移 反应 的 特点 ,是 存在 一 个 或 多 个 直接 与 反应 物 配 位 层 相 连 的 桥 式 配 
Hk. 内 界 电子 转移 反应 的 一 个 经 典 例子 由 2.2 式 表 所, 其 中 ,活性 的 Cr(I ) 配 合 物 转移 -个 电 
T EUER; CoC IL) AE BR E PERCY EU i TERT 7795 CoC ! ) 配 合 

[Co(NH,);Cl + 4 [CrCH;O, Ë SH, [Cot(H,O5 | J^ --ECr CH;OXCI ** +5NH, * (2.2) 
同时 生成 情 性 的 Cr AR. AATA CoC BB Cr ) 中 心 这 一 特征 反应 ,证 明了 电 
子 转移 反应 的 过 小 态 包含 有 桥 连 的 双核 配合 物 ,如 图 2. 3 所 示 。 在 这 … 桥 连 配 合 物 中 ,电子 转 
移 比 原子 转移 快 , 因 此 , 氯 离子 仍 保留 在 动力 学 惰性 的 Cr C EO P Eg E Be bz rns 在 外 办 电子 转 
移 反 应 机 理 中 ,两 个 氧化 还 漂 对 相互 接近 ,并 和 它们 所 缔 合 的 溶剂 分 子 形成 所 谓 的 “前 驱 配 合 
物 "。 这 祥 , 电 子 转移 反应 并 没有 伴 蝴 氧化 痢 和 还 原 剂 配 位 层 之 间 的 配 体 交接 。 

我 们 至 今 还 不 知道 涉及 一 对 金属 恒 白 间 的 内 界 电子 转移 反应 。 虽 然 这 样 的 内 界 机 理 不 能 
完全 排除 ,但 要 形成 必需 的 桥 联 配 体 过 渡 态 ,蛋白 质 的 空间 位 阻 是 很 难 克 服 的 。 金 属 蛋 和 白 分 子 
间或 分 子 内 存在 金属 中 心 ,而 金属 中 心 之 间 的 电子 转移 反应 是 目前 极 受 关注 的 课题 ,长 程 电子 
转移 反应 能 以 相当 大 的 速率 (六 10s-) ,在 高 达 约 30 的 距离 内 发 生 。 

Marcus 提出 了 一 个 在 外 界 电子 转移 反应 中 ,对 平衡 和 速率 关系 有 意义 的 理论 。 用 这 一 理 
论 预示 的 小 分 子 二 级 反应 速率 常数 和 实验 结果 非常 符合 ,这 … 理 论 芹 示 ; 电 子 转 移 反 应 应 该 有 
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[(NH,}; Co—CI—Cr(OH2,]** 


图 2.3 [Co(NBUC P M[CrIOé(O7? ETR 


反应 形成 的 双核 氯 桥 中 间 体 结构 


一 个 最 优 驱 动力 (optimal driving force)。 当 使 反应 自由 能 比 这 一 数值 有 利 时 ,反应 速率 反而 减 
小 ,而 不 是 增加 。 对 小 分 子 反 应 ,这 一 所 谓 的 “ 友 向 区 域 ”Cinverted region) 已 经 在 实验 中 观察 
到 ,最 近 在 涉及 金属 蛋白 的 电子 转移 反应 中 也 发 现 类 似 情 况 。 


2.3 生物 体 中 金属 离子 的 电子 结构 和 几何 结构 


A 2.6 列 出 了 生物 体 中 金 


BATH LAS URES 


局 离子 相应 的 d EFAS. d 


电子 组 态 是 用 金属 的 原子 序数 (2Z) 减 去 形式 氧化 态 ,再 减 去 前 一 个 稀有 元 素 的 电子 数 ( 道 常 屁 

Ar,Z 一 18), 最 后 得 到 d 电子 数 .例如 ,Fe( 有) 有 ds 电子 组 态 (26 一 3 一 18 一 5),Mo(W) 是 组 

态 的 离子 (42 一 4 一 36 二 2),Cut I bd? (29-11-18 = 10). 8828. [8] 2. 4 给 出 了 芯 常 见 的 、 配 位 

数 3~6 的 配 位 几 习 构 型 ,生物 无 机 化 学 中 常 碰 到 这 样 的 金属 配合 物 构 型 ,如 前 所 述 , 明 显 偏 
表 2.6 生物 光 机 化 学 中 重要 元 案 的 常见 氧化 态 


£ M 氧化 还 原 坊 d 电子 数 & m 氧化 还 原 态 4 电子 数 
Na (1) Tc (1) 6 
K (1) Fe (1) 6 
Mg (I) (W) 5 
Ca (1) Ca CI 8 
V CH) 2 (1) 7 

(V) 0 (E) 6 
Cr TE 3 Ni CT) 8 
Mo (H) 4 Cu (I> 9 
CH) 3 CE) 10 
CW) 2 Zn (0) 190 
(V) 1 
CW) 0 
Mn (IT) 5 
(22 4 
(N) 3 
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Actin Be 3 


配 位 数 5 


配 位 数 6 


平 而 三 角 三 角色 
` | Y 
平面 四 方 四 面体 
B 
mo 
WU Ht ZARE 
308 
Amin d 


图 2.4 配 位 数 3 一 6 常见 的 几何 构 昏 


I 形 


离 这 些 理想 结构 的 情况 是 能 够 存在 ,而 县 确实 存在 的 。 当 某 一 氧化 态 的 金属 离子 置 于 由 一 组 配 
体 组 成 的 配 位 多 面体 中 心 时 , 配 位 金属 离子 与 自由 金属 离子 的 4d 轨道 能 级 相 比 会 发 生 改 变 , 涉 
及 配 位 场 分 裂 的 这 一 现象 最 好 用 能 级 图 来 描述 。 能 级 图 揭示 了 单 电 子 轨道 能 和 了 配 位 场 强度 的 


OTTE 
(x?-y?,27} 


(xy, Xz, yz) 


(x7-y2,22) 


半 血 四 方形 


Hrs 从 面体 .四 面体 和 平面 四 方形 构 型 过 各 金 属 配合 物 的 4 轨道 配 位 场 分 裂 图 
所 面体 配合 物 的 高 低 娄 道 能 级 差 规 定 为 A NIB RA A, 


图 2.5 是 生 物 无 机 金属 中 心 采 用 的 重要 结构 的 配 位 场 分 型 能 级 图 。 当 你 想 知 道 蛋 晶 质 中 
金属 中 心 的 物理 性 质 ( 诸 如 光谱 ,磁性 ,电子 自 旋 共振 谱 等 ) 与 它们 的 结构 和 反应 性 的 关系 时 ， 
这 些 能 级 图 就 非常 有 用 .例如 ,如 果 你 在 蛋白 质 中 碰 到 反 磁 性 (无 未 成 对 电子 ) 的 NiC I) 时 , 它 
必定 吴平 面 四 方 的 几何 构 型 ,因为 四 面体 和 八 面 体 中 的 配合 物 都 有 两 个 未 成 对 电子 ,应 该 
是 顺 磁性 的 ,如 图 2. 6 所 示 . 金 属 中 心 的 配 位 场 的 强度 在 很 大 程度 上 取决 于 配 体 上 的 这 组 配 位 
ET. ME d 轨道 分 裂 的 能 力 根据 下 面 的 “光谱 化 学 序列 "顺序 而 变化 ; 

I «Br «S^ «CI «NO, «OH = RCOO- <H,0%RS —<NH;==Im(BWBB) 
«en(1,2- Z, S0 «bpyC(? 2- ROPE c CN «CO 
R- FHF TEADES BI EXC E K BL E TRAE E X. BARRAGE F. A ff E PT Fh EI RE 
的 可 能 性 。 


TEE. 
四 面体 ^P tri BG ay 
顺 磁 性 RETE 


图 2.6 具有 八 面体 .中 面体 和 平面 四 方 构 型 的 中 NiCI) 配 合 物 
的 瑟 位 场 分 裂 图 .轨道 占据 情况 及 磁性 
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除了 在 生物 无 机 化 学 中 金属 离子 有 特定 的 电子 结构 外 ,它们 也 具有 对 波谱 研究 十 分 有 利 
的 原子 核 性 质 。 用 于 这 一 醋 究 领域 的 实验 方法 将 在 第 4 章 讨论 ,这样 , 就 有 可 能 在 金属 盘 白 中 
突出 一 个 完全 定 域 的 金属 中 心 区 ,测试 它们 的 人 磁性 各 波 洲 性质。 因此 ,这 样 的 金属 中 心 已 淹没 
在 更 难 鉴定 的 有 机 残 基 证 洋 大 海中 的 独特 功能 团 。 


2.4 配合 物 中 配 体 的 反应 性 


必须 记 住 ,具有 改变 配 佐 对 外 界 底 物 反应 性 能 力 的 金属 离子 ,在 生物 体 中 起 催化 中 心 的 作 
HE. 配 体 酸性 的 增强 作用 就 是 这 样 的 反应 。 如 同 表 2. 2 所 示 以 及 2. 1. c 所 讨论 的 ,已 配 位 的 水 
分 子 或 其 他 配 体 分 子 的 pK. 值 比 自由 配 体 的 pK, 值 低 ,原因 是 在 配 位 情况 下 , 带 正 电荷 的 中 
A» Sz ETE MESE ILS ASU CL 2.3 A) 
M(H20),7*—* M(H;O) (0H) H7 (2, 3) 
URS PA RRR d S EL PUR ri aB BE V D RB LR T ix 
PPX EH TECH BE ET LES Be JR RI Schiff BRAY k f RCA e I DÀ A 8 38 52 35% (E HI 
等 .金属 中 心 如 何 起 Lewis 酸 作 用 ,其 中 一 个 例子 是 中 性 pH 下 氨基 酸 酯 的 水 解 。 从 2.4 RET 
抑 , 带 正 电 的 金属 离子 的 配 位 促进 了 羧基 上 的 亲 核 进攻 : 


[n {Z-t 
HU H; Ha 


X N: AP — X Los — X * ROH (2. 4) 
RO 
一 反应 的 可 率 按 
M =C > Coët > Mn?t>Ca ~ Mg 
变化 ,和 Irving-Williams 序列 的 倾向 性 一 致 。 在 中 性 pH 下 未 催化 的 反应 基本 上 无 法 观察 到 。 
由 金属 中 心 促 进 的 反应 还 包括 :模板 效应 , 离 去 基 团 反应 性 的 增强 作用 ,Ni 和 O, 等 小 分 

子 的 活化 ,以 及 化 学 反应 性 被 配 位 作用 掩 蔬 . 模 板 效应 是 指 金 属 在 缩合 反应 中 起 组 织 反 应 的 作 
由 ,例如 2.5 式 给 出 的 实验 室 合 成 中 啉 环 反 应 ; 


十 一 一 一 (2.5) 
d 4RCHO 

H 
i 37 8 k rik A 61 EA EC Bc PE. EP OY ER PRR, 2.5 


式 给 出 TB ARIF RE TUNER RE 了 水 解 作用 ， 


1 

o—P— 

cox rer IF + po — £F. po, (2. 6) 
N 
H 


24 


ERER TET. pH A 4— 7 BF, SE q r up ie 2-( 味 唑 基 -4?+ 革 基础 酸 酯 的 水 
解 反 应 速率 加 快 107 —10* fi. 


2.5 模型 配合 物 和 自发 自 组 装 概念 


由 于 金属 生物 高 分 子 的 尺寸 大 ,因此 ,很 难 获得 金属 配 位 层 高 分 辨 结构 信息 。 这 类 分 子 结 
HER ,其 他 物理 性 质 有 时 也 很 难 测试 ,而 且 在 金属 蛋白 中 有 不 同 的 金属 部 位 ,其 中 某 些 特殊 
金属 中 心 的 氧化 还 汰 电位 也 同伴 难 测 。 研 究 金 属 离子 在 生物 高 分 子 中 的 反应 性 也 具有 类 似 的 
挑战 性 ,虽然 更 在 可 用 定点 诱 变 (site-direeted mutagenesis ) 的 方法 来 实现 这 一 研究 目标 ,但 系 
统 地 修饰 配 体 ,以 便 检 验 假 定 的 反应 机 理 基 否 人 台 理 也 很 困难 。 综 上 所 述 的 原因 ,生物 无 机 化 学 
家 常常 合成 和 研究 模型 配合 物 , 尽 可 能 真实 地 复制 牛 物 高 分 子 中 余 属 中 心 的 物理 和 化 学 性 质 。 
例如 ,如果 知 道 金 属 中 心 的 结构 ,通过 X 射线 晶体 结构 测定 ,就 可 能 设计 出 完全 复制 配 位 环境 
的 模型 配合 物 .这样 的 模型 配合 物 被 称 为 复制 模型 (repiicative model) , 如 果 配 位 环境 未 知 , 则 
模型 配合 物 研究 给 生物 无 机 化 学 家 提供 了 一 个 检验 假设 结构 的 机 会 ,这 样 的 模型 可 称 为 推测 
WAM (speculative model) 。 在 这 两 类 模型 研究 中 , 痢 试 图 用 模型 解释 生物 分 子 的 物理 或 化 学 性 
质 , 为 了 防止 对 从 模型 中 落得 的 信息 过 度 解 释 ,正确 的 判断 是 非常 重要 的 ,要 做 到 这 一 点 ,最 基 
本 的 是 要 知道 模型 配合 物 的 结构 ,最 好 能 从 单 曲 处 射线 衍射 实验 中 得 到 。 模 型 研究 对 深入 探 
索 金属 生物 化 学 的 结构 和 机 理 很 有 意义 ,其 中 包括 ;对 蛋白 质 中 金属 原子 簇 内 金属 电荷 (或 氛 
化 态 ? 的 表征 或 确定 ,距离 和 介质 对 电子 转移 速率 的 影响 ,促进 血红 蛋白 铁 中 心 双 氧 可 逆 结 合 
的 空间 因素 各 电子 因素 的 作用 ,以 及 在 多 种 酶 促 催 化 反应 中 鉴别 可 能 产生 的 中 交 产 物 等 。 然 
而 ;还 应 该 指出 ,生物 金 篇 中 心 的 发 现 和 表征 也 同样 推动 了 配 位 化 学 的 发 展 , 换 和 铝 话说 ,这 一 作 
用 是 相互 促进 的 ,两 者 都 是 生物 无 机 化 学 研究 领域 进步 的 重要 组 成 部 分 

在 设计 模型 配合 物 时 ,可 采用 多 样 性 的 策略 。“ 自 发 自 组 装 ” 就 是 已 得 到 承认 的 一 种 方法 ， 
它 涉及 金属 和 最 简单 的 配 体 间 的 反应 , 配 体 中 包含 已 知 的 或 假定 的 生物 配 位 原子 ,以 生成 预期 


(a) 184 - 6.700 BE 


(c) EAR & H (sepulchrate) 
217 大 环 配 体 25 


的 复制 分 子 . 这 种 方法 的 原理 是 :自然 界 在 生物 圈 进 化 过 程 中 ,模仿 岩石 圈 中 的 化 学 过 程 , 用 类 
OS ERE Te RUD .在 复制 已 知 的 钨 属 重 折 核心 结构 研究 方面 .例如 铁 硫 蛋白 中 
的 FeS” FEAL YEBRRE AAD (Fe;O COQCEO 17 Eoo. EB AZ AASHR CREST n 
Ij. 这些 成 就 使 得 有 人 认为 “自发 自 组 装 ” 是 “碰巧 ”, 但 这 样 的 指责 忽略 了 一 个 重要 问题 。 如 前 
所 述 , 大 部 分 生物 无 机 中 心 的 金属 - 配 体 之 间 的 化 学 键 是 活性 的 ,内 此 ,合成 模型 配合 物 的 化 学 
过 程 几 乎 都 是 受热 力学 控制 .而 非 动 力学 控制 下 进行 的 ,仅仅 因为 无 机 合成 化 学 家 在 实验 台 上 
的 战术 和 技巧 ,这 些 通 常 为 结 喘 固体 形式 的 分 子 , 常 常 成 为 金属 和 配 体 间 形 成 的 多 种 化 合 物 混 
侣 体系 的 主要 组 分 .精心 选择 溶剂 .抗衡 离子 . 配 体 的 空间 结构 特性 以 及 温度 ,可 避免 不 必要 的 
副 产 物 生成 .用 这 样 的 技巧 把 简单 配 体 组 装 成 预期 的 模型 化 台 物 ,在 可 能 生成 的 配合 网 混合 体 
系 中 ,这 种 模型 化 合 物 在 热力 学 上 是 最 稳定 的 物质 ,与 此 相反 ,由 于 碳 - 碳 键 和 金属 - 碳 键 的 情 
性 大 ,大 部 分 有 机 和 金属 有 机 化 合 物 的 合成 通常 是 在 动力 学 控制 下 进行 的 。 

虽然 自发 自 组 装 得 到 [对 金属 蛋白 核心 的 结构 和 光谱 性 质 很 有 用 的 模型 配合 物 ,但 复制 
功能 性 化 学 则 要 求 更 复杂 的 配 体 。 像 冠 醚 、 穴 醚 , 墓 穴 包 合 物 (sepulchrate) (图 2. 7) 和 其 他 大 
的 多 环 分 子 等 区 域 化 配 体 (cormpartmehtaiized ligand) 的 发 展 ,为 模拟 金属 蛋白 核心 化 学 提供 
了 多 种 新 出 路 .多肽 合成 的 结构 设计 是 另 一 个 发 展 很 快 的 领域 ,很 可 能 对 生物 无 机 模型 化 学 的 
研究 起 重要 作用 。 然 而 ,不 论 配 体 设计 得 多 好 ,金属 蛋白 核心 化 学 的 微妙 和 复杂 不 能 完全 被 复 
制 ,就 此 而 言 ,模型 研究 将 受到 限制 。 总 之 ,下 然 异 造就 了 复杂 的 分 子 , 以 获得 如 表 1.1 中 所 列 
举 的 特殊 功能 。 上 归根 到 底 ,对 生物 分 子 的 直接 研究 是 无 可 替代 的 。 


J3 m 


. 计算 下 列 配 合 物 的 d 电子 数 ， 
(a) [Fe«CNX,T. , (b) [CoCl.] , € (Ca(OH,), J, (d) [Ra(NH;X T". 

. HREM UO, ) 通 常用 来 形成 X HARMED, 这 是 PANT. Pieri UD 
一 类 官能 团 能 被 入 生 ? GA KE WS T He n E IB EE. HE 2 H GET Ind ? 

. di F P| 3 + d PUR REARS S BUE SE L Fe(OH, t [Fe(CN] L[FeCL P Rae, 


=a 


t3 


[^ 


* 


We SF [CECORG] E -个 很 好 的 还 原 剂 。 用 它 处 理 所 子 转移 蛋白 的 氢化 型 EREE ARE Oy 
还 原形 式 。 生 成 的 Cr” 和 和 蛋白质 结合 很 紧 。 请 解释 这 一 现象 。 


s. 下 面 其 个 铀 配合 物 中 , 哪 -- 个 ( 1 se LR ERE Rec rib CE IER RO tl ae 
Me Bu' 
CU 7 Sao 
"n Tu 
M Bu 
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第 3 章 生物 分 子 的 性 质 


蛋白 质 及 其 构成 
.2 核酸 及 其 构成 
3.3 结合 金属 的 其 他 生物 分 子 


在 生物 无 机 化 学 中 配 体 往 往 是 指 一 些 氨基 酸 的 健 链 或 核酸 成 分 。 由 这 些 残 基 所 展示 的 本 
位 环境 约 关 键 * 依 赖 于 起 白质 的 三 维 折 每 和 核酸 的 三 级 结构 。 决 定 较为 复杂 结构 的 要 素 , 例 如 
EAM BRARAR ARNE ER RER PRD ARO E St DNA 的 组 装 , 都 能 调节 生物 大 
ATSRASS HEA AER GRAS 5 JL 3 SETH X BI XE UD E 9 Hh 3 89 5 oe 
车 中 所 表述 的 原理 是 很 有 必要 的 ,此 外 , 源 于 分 子 生 物 党 相关 的 基因 殉 隆 及 表达 的 基础 概念 利 
酶 名 应 动力 学 的 基本 原理 也 将 诈 冰 壕 。 


3.1 蛋白 质 及 其 构成 


3. 1.8 天 然 存 在 的 气 基 酸 
EAER 20 个 必需 氨基 酸 组 成 ,其 中 许多 氨基 酸 具 有 泛 于 金属 离子 配 位 的 供 体 原子 。 图 
3.1 列 出 pH 7 时 握 基 酸 侧 链 的 结构 。 碱 性 和 酸性 侧 链 的 pK IB R 3, 1。 如 同 第 2 章 所 
述 , 在 这 些 位 置 上 金属 配 位 能 充分 好 减少 有 效 pK, 值 .氨基 酸 侧 链 自 C. 碳 原 子 伸展 ,自然 界 发 
现 的 所 基 酸 的 手 性 (chirality) 几 乎 总 是 S 型 (或 L 型 )。 蛋 白质 通 过 肽 键 连接 的 氨基 酸 构成 主 
WE. 这 些 肽 键 则 是 那些 经 贡 处 于 反 式 构 型 的 平面 单元 。 
表 3.1 RMR ME MH px, tá 


HER 侧 链 
O o WAR 12. 48 
l ` l 天 冬 氨 酸 3.65 
"an RR BERG 8.35 
4 | fr EUER 4. 25 
ig Me 6. 00 
HAR 10.79 
MAR 10.13 
a-COOH 222.2 
a NH,! 29.5 


重 白 质 中 的 氨基 酸 残 基 自 氨基 末端 开始 按 顺 序 编导 。 每 个 氨基 酸 除 了 使 用 通常 的 三 字母 
代码 表示 以 外 ,还 可 标 出 单字 母 代码 (例如 ,Histidine — His 8% H ; Aspatic acid = Asp 或 
D ), 如 图 3.1 Boos. 利用 基因 密码 ,大 其 地 扩大 了 已 知 蛋白 质 序列 的 数目 。 随 着 DNA 测序 技 
术 的 进步 BSBA PA CAAT HR. 伴随 着 这 种 信息 剧 增 ,缩短 早先 或 许 已 较 部 悉 的 
三 字母 代 但 是 很 必要 的 。 
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[GE m zr 2 N A s P 
Glycine (Gly) G Alanine (Ala) A Serine (Ser) S Valine (Val) V Threonine (Thr) T 
甘氨酸 PEN 丝氨酸 坊 氨 酸 FAM 


e 
ial “cH, 
i k. 
Asparagine (Asn) N Glutamine (Gin) Q Proline (Pro) P Glutamate (Glu) E Aspartate (Asp) D 
KER BARK Ai SAB 天 冬 氨 酸 
N 
1 re üi 
H.C= C —aCH, CH; 


ee ROMS CA MAB T vM 
Leucine (Leu) L — (lle)! — H Methionine (Met) M Cysteine (Cys) C 
亮 氨 酸 FAM 组 氨 酸 甲 硫 氨 酸 FAM 
PR 

NH, H^ "G^ “Nu 

OH ^ OH Wn 

N CH; CH; 

in, en, 

CH; CH, CH; CH; d. 


CONDES cy. —— SuSE E PERSIGUE ERA. SHE NIE A Aet CESUES 

Phenylalanine (Phe) F Tyrosine (Tyr) Y Tryptophan (Trp) W Lysine (Lys) K Arginine (Arg)R 

KAAM MAR EAR HRE WAR 
图 3.1 加 种 常见 氨基 酸 结构 及 宇 母 代码 


3.1.b 作为 配 体 的 蛋白 质 

通常 体现 配 体 功能 的 氨基 酸 以 及 它们 的 反应 模式 见 图 解 3, 2, 其 最 为 常见 的 侧 链 配 体 是 
RAR RE ARB HK SARK ARH RB, RMA EM ARAB 
PF, ET ETE 2582 BE Si rE Bi eS FR ETS RAK 
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WALK 22M PAROLE, PAR KEE SRAM RAR e MAR 
HAE URMERHMER DENS, RT MRA RRS LU RT UTR 
39 Hic e 4] 3 E EE K F N-S AEN C- 端 的 羧基 上 。 


qooque Wl on V 221 dE oes. j 
" TAS (e- X) (5- X) 


Asp-M 
XU. BE 
出 谷 氨 酸 形成 的 相似 结构 


© 
o^ 
9. a 
i 


Cha CH 


MetM- TyM 
图 3.2 mSxBeRUESSNSTIGSU 


3.1c 蛋白 质 的 结构 : 

在 金属 蛋白 中 一 系列 配 体 给 体 原子 的 空间 取向 关键 依 束 于 它们 的 三 维 结构 。 而 此 结构 则 
完全 取决 于 该 蛋 和 帕 质 的 氨基 酸 序列 。 肘 键 折 普 成 独特 的 三 维 结构 依 舍 许多 力 的 作用 。 其 中 主 
要 包括 疏水 表面 彼此 相对 地 朝向 蛋白 质 内 部 进行 的 堆积 ,以 避免 与 极 性 溶质 环境 相互 作用 ; 特 
定 的 毛 键 及 离子 键 的 形成 ,以 及 因 二 硫 链 或 氨基 酸 侧 链 与 金属 离子 配 位 效应 导致 的 共 价 交 联 
的 形成 。 蛋白 质 结 枸 可 以 在 4 个 水 平 上 措 述 :一 级 结构 (primary structure) RY Re HA 
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酸 序 列 的 共 价 键 ,正如 图 3.3 所 示 。 二 级 结构 (secondary structure) 系 指 扩展 到 一 些 邻 近 氨 基 
酸 基 团 的 局 部 构象 , 它 往 往 取 决 于 特定 氨 键 模式 。 二 级 结构 中 最 常见 的 单元 是 右手 -螺旋 (a- 
hellix ) ,平行 或 反 平行 BE 折 片 (B-pleated sheet) 及 各 种 形式 的 扭转 tturna}。 这 些 单元 展示 于 图 
3,4。 二 级 结构 (tertiary structure) 一 词 是 用 来 描述 生物 高 玛 体 链 产 生 十 分 精确 的 折 释 。 几 个 金 
属 蛋 白 的 三 级 结构 在 图 3.5 中 有 详细 描述 , 最 后 ,四 级 结构 (quaternary structure) 系 指 不 同 多 
肤 链 聚合 成 更 大 的 集合 体 。 这 些 高 度 有 序 的 结构 将 于 3, 1.d 节 中 讨论 。 


CC- 末端 


N- 林 了 iH vy 


LZ 
E- Com Lys 


iS 
PEO 
LE. 
V [4 
| UH 
c $ 
H LES 
H 
ay + 


3.3 蛋白 质 一 级 结构 
氨基 酸 沿 多 上 肽 链 由 握 基 闹 向 磋 端 排列 编号 


金属 蛋白 折 亚 过 程 对 金属 的 依赖 性 变化 不 一 ， 如 铜 直 白 的 质 体 蓝 素 (plastocyanin) ,对 它 
脱 金 属 蛋 白 部 分 结构 的 研究 揭示 :除去 金属 离子 几乎 不 引起 它 结 构 改 变 ,金属 结合 部 位 是 由 重 
白质 三 级 结构 预先 精确 组 装 而 成 , 它 即 使 在 没有 金属 结合 的 状态 下 仍 相当 稳定 。 和 相反 ,对 应 二 
"ES "el Ja AS eR ,光谱 学 和 化 学 数据 分 析 指 出 :这 种 脱 金 属 肽 无 一 定 的 二 级 或 三 级 结构 ， 
以 随机 卷曲 形式 存在 。 在 有 Zn?! 或 其 他 金属 离子 存在 时 , 则 可 维持 高 度 稳定 的 三 维 结构 。 最 
E, EARR A calmodulin) MALT ÆA C (troponin Cx HAY Ca BASRA, EMA 
种 中 介 状 态 ax FU F5 d SE AS SME rT ERA EE AAE R 
AI TE RST Be XX 
` 虽 然 依据 金属 蛋白 的 氨基 酸 序 询 来 预测 金属 结合 部 位 很 是 诱 人 ,并 且 有 时 也 是 行 之 有 效 
的 ,然而 经 验 告 诉 我 们 误差 也 往往 由 此 而 生 。 以 图 3.6 为 例 ,我 们 看 到 在 8 TCR ROUES RET 
(ferredoxin) 中 结 含 并 维持 2 个 {Fe,S,) 核 的 半 胱 氨 酸 的 硫 原 子 并 不 对 应 于 来 自 备 自 一 级 结构 
中 的 4 SABA RE., 
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以 -螺旋 型 白 结构 


半 行 B 折 片 


图 3.4 蛋白 质 二 级 结构 
最 常见 的 模式 ，c- 螺 旋 和 反 半 行 或 平行 四 折 片 


葡萄 球菌 核 
细胞 色素 cl (pTp 配合 物 ) 


图 3.5 蛋白 质 的 三 级 结构 


三 个 金属 重 


32 


日 的 空间 折 秋 结构 


图 3.6 i$&& 8T ROSSER B) RAAR 
虽然 “级 结构 中 和 包括 2 个 分 开 的 CXXCXXCXXXC 系列 ,每 个 FeS, 
立方 体 都 与 2 个 富 含 半 胱 氨 酸 残 基 的 序列 残 基 结合 


3.1.4. 高 度 有 序 结构 

蛋白 成 可 由 几 个 称 为 亚 基 的 折 晋 多肽 链 焰 成 ,它们 征 引 相互 作用 形成 更 大 的 集合 体 ,蛋白 
质 的 四 级 结构 即 是 其 功能 的 基础 ,有 时 也 能 深刻 影响 金属 结合 部 位 处 的 结构 特征 ,反之 亦 然 。 
许多 金属 蛋白 和 酶 类 含有 一 个 以 上 焉 基 ,. 例 如 , 铜 缮 这 氧化 物 歧化 酶 就 是 2 个 相间 亚 基 的 二 队 
体 (dimer) ,而 固 氨 酶 的 铀 铁 蛋 捕 则 是 由 ?个 亚 基 和 2 个 自 亚 大 组 成 的 四 育 体 (tetramer)。 
我 们 将 在 第 7 章 看 到 , 锌 与 酶 亚 基 的 结合 对 于 完整 的 天 冬 氨 酸 转 氨 申 酰基 酶 (aspartate tran- 
scarbamoylase) 来 涪 居 多 么 的 必要 。 在 第 11 章 中 ,将 讨论 亚 基 的 相互 作用 是 怎样 以 协同 方式 
将 其 结合 4 个 氧 分 子 的 特 跌 能 力 娩 于 血红 蛋白 的 。 


3.1.e 基因 克隆 与 表达 对 蛋白 质 的 调控 

蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 和 序列 最 终 决 定 了 它 的 结构 与 功能 特征 。 而 氨基 酸 序列 则 由 构成 基 
R83 DNA 序列 所 控制 .这 些 精 确 的 基因 调控 路 径 正如 图 3.7 所 示 , DNA 序列 首先 经 由 RNA 
聚合 酶 转录 成 RNA。 大 其 信号 决定 了 DNA 序列 的 转录 过 程 。 原 核 生 物 无 细胞 核 ,转录 后 的 
RNA 直接 作为 遗传 信息 被 翻译 成 重唱 质 。 这 种 翻译 发 生 在 核糖 体 上 , 巾 特殊 的 RNA 和 重 白 
分 子 组 成 的 大 襄 合 体 起 天 人 疏 白 质 合 成 机 器 的 功能 。 在 真 核 生物 中 ,细胞 有 个 核 ,初始 转录 的 
RNA 经 过 一 个 称 为 拼接 (splicing) 过 程 变 为 成 熟 的 信使 RNA ,包括 除去 RNA 内 的 播 入 序列 
并 使 编码 区 之 间 相 互 连 接 。 拼接 之 上 折 以 是 必需 的 ,是 由 于 基因 组 DNA 中 包含 着 被 称 为 外 显 子 
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" 图 3.7 在 原核 细胞 和 真 核 细胞 中 的 基因 表达 过 程 


texon) 的 区 域 ,这 个 区 域 能 将 最 终 蛋 白质 编码 并 和 散 放 在 这 个 区 域 里 ,而 称 为 内 会 子 tintron) 的 
区 域 则 没有 这 个 作用 , 拼 接 成 熟 的 信使 RNA 才能 如 同 在 原核 细胞 中 那样 被 翻译 。 

DNA 片段 可 被 克隆 化 ,其 过程 是 将 它 迭 入 -~ 个 载体 (Cvector) 中 , 即 在 类 型 适合 的 细胞 内 
进行 复制 的 DNA KEA. 谈 到 载体 ,一 般 系 指 质 粒 (plasmid) ,为 较 小 的 环形 DNA Fr B (4000 
一 8000 个 碱 基 对 ) ;或 为 病毒 颗粒 ,如 X BE PS K , 克隆 使 得 用 于 测序 或 鉴定 的 DNA 区 段 能 够 分 
离 。 特 定 基因 的 克隆 和 常 借 助 于 文库 Qibrary) 来 完成 。 文库 系 指 携 带 已 被 克隆 了 的 不 同 DNA F 
段 的 载体 集合 体 ， 文库 可 依 一 定 方式 被 导 人 细胞 使 每 个 细 脑 只 会 有 文库 中 单一 成 员 。 文 库 中 
人 富有 目的 基因 的 成 员 可 通过 可 别 它们 核酸 序列 .及 相应 的 蛋白 结构 或 蛋白 功能 差异 而 被 筛选 
出 来 , 即 所 谓 的 筛选 (screening)。 例 如 ,将 文库 成 员 导 入 一 株 细 胞 , 它 缺 乏 某 一 种 文库 所 表达 
的 .产生 相应 蛋白 的 搜寻 基因 活性 。 任 何 细胞 当 获 得 了 编码 目的 基因 的 文库 威 员 ,就 将 表现 出 
这 一 它 所 规 乏 的 基因 话 性 .这 一 手段 , 即 所 谓 经 互补 进行 的 克隆 ,是 克隆 那些 功能 已 知 . 但 其 他 
信息 所 知 甚 少 基因 的 有 力 方法 。 

克隆 的 基因 通常 可 在 细胞 内 以 促使 目的 蛋白 大 量 产生 的 方式 表达 ,其 过 程 概 括 如 图 3.8. 
RAT EA EEA NRA, CR KP RRR RNA 翻译 成 蛋白 质 所 需 
之 全 部 信息 。 有 时 来 自 真 核 生物 的 基因 在 细菌 内 被 宸 达 , 以 便 进 行 更 细致 的 生化 ,结构 ,和 光学 
方面 的 研究 。 

基 氏 的 这 种 表达 能 够 使 通过 定点 突变 方式 对 其 结构 和 功能 进行 研究 .方法 学 上 的 发 展 使 
得 可 向 基因 的 核 酚 序列 内 引入 特定 的 突变 ,事实 上 任何 期 望 对 核酸 序列 及 相应 的 氨基 酸 序 列 
进行 变更 都 能 做 到 . GS, + SESE 137 位 的 芋 丙 氨 酸 可 以 被 突变 为 酪 氮 酸 , 这 个 突变 体 
可 表示 为 Tyr137Phe 或 者 了 137F。 这 一 过 程 给 生物 无 机 化 学 家 提供 了 机 会 , 即 对 蛋白 质 内 的 
任何 氨基 酸 残 基 ,包括 其 金属 结合 部 位 或 其 附近 氨基 酸 进行 预 期 的 修饰 .虽然 这 个 途径 还 存在 
一 是 局 限 性 ,但 在 方法 学 上 已 提供 了 去 探索 有 关 蛋 白质 内 金属 结合 部 位 的 结构 和 反应 活性 假 
说 的 有 力 武器 。 


3.1.f 酶 反应 的 动力 学 分 析 

酶 大 多 是 蛋白 质 , 它 是 促进 生物 化 学 转化 的 催化 剂 。 酶 促 反 应 具备 着 一 些 独特 的 属性 。 其 
中 最 重要 的 当 属 反应 速率 的 底 物 -饱和 现象 , 它 在 3.1 所 示 的 方程 中 经 由 Michaelis-Menten 模 
型 被 简单 地 描述 . 


E+S = ES == EP 一 ~ E+P (3. D 
底 物 (6S) 首 先 结 合 到 酶 (E) 上 形成 酶 - 底 物 复 合体 ,ES。 随 即 发 生化 学 转变 形成 酶 -产物 复合 体 
(EP) ,然后 它 再 解 离 为 产物 (P) 和 游离 的 酶 ， 这 一 模式 解释 了 曾 观察 到 的 底 物 - 饱 和 行为 。 
该 反应 的 动力 学 可 由 庶 物 浓度 的 函数 , 即 与 反应 速率 (7 ) 有 关 的 两 个 参数 来 描述 ,如 图 
3.9 所 述 . 图 中 的 参数 V. HI Ku 分 别 表示 在 底 物 饱和 状态 下 反应 的 最 大 速率 和 当 反 应 进行 到 
Fe AGRE ABET A, RRETHE Ku 看 做 酶 - 底 物 络 合体 的 平衡 常数 ,但 应 认识 到 ， 
Ku 可 被 相继 的 反应 步 台 所 影响 ,这 点 至 关 重 要 。Kw/V mx 比率 经 常 被 用 做 酶 促 反 应 中 有 效 二 
级 速率 常数 的 量 . 这 一 近似 值 对 于 比较 酶 促 反 应 与 不 具备 底 物 -饱和 动力 学 的 非 酶 促 反 应 是 很 
实用 的 。 
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复制 起 点 


i 特异 性 蛋白 


图 3.8 通过 含有 克 陵 DNA 片断 的 质粒 进行 的 蛋白 质 超 表达 流程 图 


BEERE) 


图 3.9 Michaelis-Menten 模型 描述 的 酷 促 反应 动力 学 中 底 物 
与 反应 速率 问 的 依赖 关系 


3.2 核酸 及 其 构成 


3.2.a RNA,DNA 和 它们 的 构件 

核酸 分 别 为 RNA RDNA 中 的 核 苷 酸 或 脱氧 核 背 酸 的 多 聚 依 。 正 如 图 3. 10 Boo 8888 — 
柄 链 与 邻近 的 残 基 相 连 形成 糖 -磷酸 酯 多 襄 体 骨架 .通过 糖苷 键 连接 到 每 个 糖 上 的 是 以 下 的 五 
PS MAS. AS RR SS re he Ae DR RE CRNA) R Be CDNA) 。 
不 像 蛋 白质 中 的 平面 式 肽 链 连 接 , 22 Eš ri ny pe ña — Ba BË n[ 2 DIS ee SEAS 3. 10 fi 
£^ WY dH fa (torsional angle), 59 PF0J a RAG fH (complexity) £: Ë TRTA f8 APM 
基本 结构 占据 着 优势 ,一 个 是 RNA 的 C3 RI FORA C3'-endo) t C y RFE O —C 1' 
所 决定 平面 的 同 侧 ; 另 一 个 是 在 DNA 内 C2'( 称 为 C 2'-endo)#l C 5' t, BLUE RE n P RAE 
相对 十 糖 车 键 而 言 能 采取 顺 式 太 反 式 构象 (图 3. 11)。 和 如 下 面 将 要 讨论 的 ,这 些 在 糖 折 委 中 侯 
乎 很 细微 的 差异 将 在 生物 多 京 体 的 三 级 结构 和 人 金属 结合 特征 上 呈现 出 戏剧 性 的 结果 。 

仅 由 糖 和 了 碱 基 组 成 的 单元 被 称 为 核 昔 ,而 核 昔 酸 还 包含 有 另外 的 -R 3 -MRE HR 
HP TEI HEIRE (adenosine triphosphate, ATP), — 8$ Ee Hi SK Ë +f (deoxyguanosine 
diphosphate, dGDP), 以 及 3- E BERE ECT (uridine monophosphate, 3'-UMPOASEAR, 最 后 一 例 
中 PES DER READ 3 羟基 暴露 于 外 。 在 图 3.12 和 3. 13 PRA RRR RHA. 
它们 的 编导 顺序 符合 Watson-Crick 碱 基 配 对 区 应 过 程 。 最 后 的 这 一 特性 系 指 两 条 DNA 链 相 
互 连 接 所 梅 成 的 双 螺 旋 结 构 和 许多 RNA 的 二 级 结构 。 有 一 种 很 常见 的 可 变 模 式 就 是 Hoog- 
steen 碱 基 配对 ,正如 在 图 3.13 中 所 展示 的 。 


3.2.b RNA 结构 

核糖 核 酚 根 据 其 在 细胞 内 的 功能 进行 分 类 。 信 使 RNA (mRNA ) 携 带 着 来 自 核 内 DNA 的 
遗传 信息 到 细胞 质 的 核糖 体 上 ,并 在 那里 合成 蛋白 质 。 核糖 体 的 组 成 为 核糖 体 RNAGRNA), 
转移 RNA CRNA) 分 子 的 3 -未 端 与 氨基 酸 相 连 , 并 将 其 带 给 核糖 体 ,在 那里 将 它们 转 接 到 增 
长 中 的 蛋白 链 上 。 现在 ,了 解 最 多 的 RNA 就 是 tRNA , 几 种 +RNA 结构 特征 已 由 X- 线 晶体 学 
方法 所 测定 。 在 图 3. 14 中 的 就 是 酵母 的 苯 丙 氨 酰 tRNA (phenylelanyl, tRNA™), ik E= 
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图 3.11 核 苷 及 核 若 衍生 物 以 精 苷 键 为 参照 的 顺 反 构象 结 构图 
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ft A J RNA 分 子 说 明了 通过 Watson Crick 氢 键 配对 的 A-U 和 G—C mW RES 
tRNA Phe 2282818, JU HI RNA 分 子 的 一 级 结构 也 已 被 确定 。 测定 RNA 二 级 结构 的 
最 有 力 的 武器 之 一 就 是 种 系 发 牛 学 上 的 比较 ,不同 生 物 的 RNA 序列 的 同 源 性 是 可 以 比较 的 。 
BI ft SE s Hf PLA [8], Watson-Crick 碱 基 配对 傅 是 保 宁 的 ,所 以 通常 可 能 构成 二 级 结构 的 那些 
区 域 ,诸如 发 式 环 等 ,可 以 被 归 为 同类, 即 同 定 化 tidentify)。 通 过 这 种 比较 而 推演 出 的 大 肠 杆 
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图 3.15 经 大 量 序列 比较 而 推 芒 出 的 细菌 165 核糖 体 RNA 二 级 结构 


大 肠 杆菌 (由 R. Gutell 提供 》 ) 
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HACE. Coli) 168 核糖 体 RNA 二 级 结构 如 图 3. 15 Bros KM — RESI ER Dr ak e T HGÉ ES = 
级 结构 。 与 蛋白 质 很 类 似 , 独 特 的 RNA 分 子 三 级 结构 在 功能 上 显得 非常 重要 ,RNA 分 子 倾向 
被 认为 其 硼 某 种 酶 学 功能 .这 种 称 为 核糖 酶 (ribozymes) 的 RNA 酶 需要 金属 离子 激活 ,这 将 在 
7.2.b 节 中 进一步 讨论 。 要 阐明 RNA 分 子 的 三 维 空间 结构 ,了 解 RNA PRAM RARER 
糖 酶 怎样 行使 功能 在 今天 分 子 生 物 学 中 是 非常 重要 的 。 


3.2.c DNA 结构 

5 RNA 相 比 , DNA 的 结构 相对 没 那么 复 各 , 却 更 有 趣 。 它 存在 着 单 链 和 双 链 形式 ,我们 
只 讨论 后 者 , 因 其 重 常 见 ,也 更 易于 理解 ., 非 同 源 DNA HAF. RE RRB RT PR 3, 2. 
DNA 中 最 常见 的 结构 为 B- 型 , 它 是 以 下 列 形式 为 特征 的 右手 双 蝶 旋 结 构 , 即 : 以 主 槽 人 major 
groove) 与 次 槽 (minor groove) JE 1 28 £6, 平行 的 Watson-Crick 了 碱 基 以 间距 3.44, IRE 
3.5À ,每 周 10. 4 E RH EHE TR. 以 C2'-endo 碳 原 子 形式 的 糖 折 登 及 反 向 核 葵 酸 构 象形 式 
为 特征 (图 3.11), 如 图 解 3. 16 所 示 , DNA 的 第 二 种 结构 形式 为 A 型 , 它 有 C3-endo 磋 原 子 
MESURE. PRO ER. 以 及 不 再 牌 直 于 螺旋 主轴 的 平行 碱 基 对 。. 工 型 PNA 是 一 种 有 趣 的 左手 
螺旋 变异 型 ， 它 的 序列 具有 陈 哈 和 哮 院 核 苷 的 交替 伸展 , BI IaCCG003; 鸟 车 的 反 式 构象 及 
AR A 型 和 Z 型 DNA 展示 于 图 3.16, 并 也 将 三 种 类 型 的 结构 进行 了 比较 。 XX PUT 
列 依赖 性 的 结构 和 形变 性 (deformability) 的 局 部 差异 似乎 存在 于 所 有 天 然 的 DNA 中。 这 种 
变异 能 够 戏剧 性 地 调节 金属 络 合 物 与 DNA 的 共 价 键 与 非 共 价 键 反应 ,并 对 于 重 日 与 金属 的 
反应 来 说 也 是 很 重要 的 。 


33.2 FAN DNAS TR. EER 


大 小 MW GC/AT 含量 

物 种 (kh) (10* DaD) (mol 4) 
病毒 

£u x 5.1 8.8 11/59 
AH 48.6 33 49/51 
fe dE 190 125 37/63 
细菌 

= E i£ 760 502 33/67 
Kit A 4000 2 640 50/50 
真 核 细胞 

RF BE 13500 8910 37/63 
HR 165 000 109 000 45/55 
人 2.9% 10* 1. 9 X 108 40/60 


3.2.d 金属 结合 与 核酸 结构 
核 背 厌 基 上 的 金属 结合 部 位 ,如 图 3. 17 所 示 ， 主 要 由 内 环 氨 原子 组 成 . HTE NEME 
子 对 因 共 振 而 被 很 大 程度 地 离 域 到 环 上 ,除非 陪 去 质子 形成 亲 核 性 非常 强 的 RNHR ROT S 


z JER Bi Cdalton, Da), 质量 单位 ,等 于 一 个 氮 原 子 质 其 的 1/16, 1 Dal. 65X 10 ?gi1 gas 6 X 10% 
Da — ig $i, 
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Z-DNA 


É dX 最 宽 中 等 最 长 
增加 一 个 磊 基 2.3À 3.44 3.84 
螺旋 直径 25.54 23.74 18.44 
旋 松 构象 右 于 型 右手 型 ， dp 
gue 反 式 EA MCT AR 

af G AMS 
A ES BE ES BRE RT EC 11 10.4 12 
每 图 螺旋 的 沟 深 25.34 35.44 45. 6À 
每 对 碱 基 的 螺旋 19° 1° 9° 
中 轴 的 斜 度 

xm SER 宽 和 深 平 
xw SOR E ERU AERE 


图 3.16 A-,B- 和 Z-DNA HERES RR 


并 . 腺 薄 及 胞 普 环 外 氨基 相对 地 与 金属 结合 能 力 较 给 。 除 非 在 特殊 环境 下 ,这 种 形式 的 金属 络 
合 物 很 少 出 现在 中 性 pH 情况 下 的 DNA RRNA FH, 试验 上 和 理论 上 的 研究 都 显示 味 叭 
的 N? 位 原子 在 核酸 碱 基 的 杂 原 子 中 是 最 好 的 亲 核 剂 , 也 就 是 最 易 与 金属 结合 的 部 位 。 


i 
O 
CH 
^N a HN; 4 P 3 «^ 
P XY pur 
H ^ H 7 H 


AE BE HRE BERE 


NH; 
! j 
N ~% 
HN; ° Z r N. j » 
Re 4 > ext 
HN Ñ N N h 
ERE augers 
图 3.17 HAMTRARB REN S RSS Mth 
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RIES LER 5 Cu ( .Cr CHOW Pc COSE EHE $ Pa S TUER SE JE] B; C o d 
RRP. 磋 酸 二 酶 键 中 带 负 电荷 的 气 原 子 也 结合 金属 离子 ,特别 是 硬 金 属 , 如 那些 碱 金属 
和 碱土 金属 离子 (Na’ Kt, Mgt), PATE ATP 内 ,a. 了 和 YY- 碰 酯 基 的 各 种 金属 歼 合 已 由 义 
eR BASE RUP NMR 波谱 学 证 明 。 图 3.18 描绘 了 已 知 的 这 样 两 种 结构 。 要 求 ATP 的 酶 也 
经 常 需要 Mg? ,Mg-ATP #4 Vo RE SL T ok 88 BREL TE FE. deri HR RIAL 90% 以 上 的 
ATP 与 Mg: 离子 结合 , 缔 合 常数 为 3.8X IO mol/L). tHE ATP i^ E PEBE ESE K AR. 
并 结合 到 形成 的 ADP E. EG. F Mg-ATP 和 Mg-NTP fF AR X BR Fe E (e 
领域 怎样 行使 功能 ,其 详细 机 制 还 有 待 确立 。 


三 了 或 7- 倍 酸 酯 配 位 的 MCATP) 
HÆF (Co CD CNH (triphosphate ?] 的 量 体 结构 


[cdf (OH,), GMP] 


3.18 FAS SE-B SG Ss 
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镁 离子 紧密 地 结 人 台 到 tRNA 的 磷酸 核糖 主 链 上 ,以 稳定 其 三 级 结构 。Pb(E) 和 反 式 - 
(PtCNH33Cl; ] E tRNA 形成 的 络 人 台 物 的 特征 已 经 晶体 学 确定 。 铅 的 本 生物 可 促进 酵母 
tRNA 的 磷酸 核糖 主 链 断 列 ,如 图 3. 15 所 指出 的 ,此 图 也 说 明了 铀 入 生物 的 结合 部 位 。 根 据 


(b) 


Hl 3.19. tRNA 许 的 两 个 衍生 物 结构 
(a) Phi LO 4 E HE BE RNA T BB D 4 Y ME H BE RE 
tb) AT $B Gran [PNH CL DER #r 08 
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目前 为 止 的 研究 报道 ,RNA RARE BA SHE ERB. E KNA RG BRK 
F PERAK PEE YS JE BUR RRRA SR IB 4E HJ BË Ë ER PL BJ CR R 24 dk iH T 
生物 无 机 化 学 。 


3.2.e 染色 体 的 结构 
在 真 核 细胞 中 ,DNA 被 包装 成 染色 体 。 当 它 部 分 地 解 旋 时 ,形成 染色 质 结 构 , 电 子 显 微 镜 
-下 如 同一 串 线性 的 小 球体 (图 3.20). 这 些 球 体 称 为 核 小 体 , 它 是 以 8 个 组 蛋白 为 核心 ,外 周 包 
绕 着 以 146 个 DNA 碱 基 对 组 成 的 1.7 图 的 浅显 左手 螺旋 的 核 蛋 白 体 络 合 物 。 徙 此 连接 部 分 
称 为 接头 (lnker)DNA ,依照 不 同 种 属 的 染色 质 ,含有 40—80 TR, 金属 离子 对 其 结构 的 
稳定 性 是 提高 还 是 降低 还 不 得 而 知 。 当 DNA 复制 或 转录 时 ,这 些 结构 进一步 促 展 , 且 双 蝶 旋 
结构 打开 以 化 学 上 可 辨认 的 核酸 磊 基 形式 将 遗传 信息 显露 。 


图 3.20 染色 体 DNA 的 超 螺 旋 结 构 
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3.2.f 体外 的 核酸 合成 

现代 生物 技术 的 进步 已 具备 合成 相当 长 的 脱氧 核糖 核酸 ,直到 长 达 100 个 大 基 , 以 便 用 于 
特殊 定点 突变 的 研究 ,甚至 可 以 明 全 基因 的 合成 。 此 外 ,与 产生 天 核 昔 酸 的 化 学 相关 学 科 也 迅 
速 发 展 ,这 些 方法 学 上 的 发 展 影响 了 生物 无 机 化 学 ,同时 也 为 制备 上 共有 独特 金 访 结 合 性 质 的 寒 
核 苷 酸 提供 了 机 会 。 在 体内 一 些 特殊 部 位 被 修饰 了 的 DNA 已 被 插入 全 长 基因 组 并 进行 赋 究 。 
在 合成 的 DNA 片段 中 对 金属 铺 合 的 特异 性 可 以 经 过 各 种 策略 而 得 到 ,例如 下 面 描述 的 那样 ， 
可 应 用 葡 基 核 香 或 硫 代 磷酸 酯 化 (phesphorothioate) 的 化 学 方法 引入 硫 原 子 ,或 应 用 特定 的 脱 
氧 核糖 核酸 序列 如 d(GpG) , 它 可 形成 顺 铂 氨 离 子 (eis- {PtNHs)。}+) 的 内 链 交 联 , 这样 ,特定 
位 点 诱 变 (site-specific mutagenesis) 在 对 金属 蛋白 化 学 中 有 关 生 物 无 机 化 学 问题 的 应 用 与 金 
属 /核酸 化 学 具有 间 等 重要 性 ,两 者 又 都 被 分 子 牛 物 学 技术 上 的 进步 所 促进 ， 


3.1. ”核酸 分 子 中 的 硫 原 子 

除了 如 图 3.12 所 示 的 五 种 标准 碱 基 之 外 , 几 种 被 修饰 的 核 苷 已 经 被 发 现 , 尤 其 在 RNA 
分 子 中 ,其 中 对 于 生物 无 机 化 学 很 有 趣 的 一 例 是 4-Bu RIS Re (4-thiouridine ,s*U), 其 结构 在 
图 3.21 已 给 出 。 作 为 自然 界 存在 的 转移 RNA 分 子 成 分 被 发 现 ,4- 琉 基 腺 哮 啶 (s!*U) 的 硫 原 子 


NH, 


H 
0 o 0 Yo 

1 1 Í e "m 
'-R—0—4-0—P-0-GM o NN yd j 
o o @ o N 
R 

HO OH 
Adenosine triphosphate-oS(ATP-o.5} s *Uridine 


Rn = 核糖 
3.21 Wi E SEU HER Y 


已 显现 出 是 合适 的 金属 结合 部 位 ,特别 对 那些 软 金属 高 子 , 如 同 Hg C LO 或 PECE), 这 种 结合 
的 特异 性 几乎 是 绝对 的 ,因为 还 没有 其 他 DNA sk RNA 的 供 体 原子 能 与 软 金属 中 心 以 这 么 高 
的 亲 和 性 络 合 。 类 羽 的 亲 和 性 可 通过 用 硫 代 核 昔 酸 酯 摊 人 DNA 或 RNA 的 方法 来 获得 。 这 种 
EM. HM ATP-aS ,它们 可 以 被 许多 酶 所 接受 以 替代 正常 与 其 相对 应 的 核 苷 酸 , 因此 ,就 可 
以 合成 在 核 昔 酸 5'- 位 上 含有 硫 康子 的 DNA 或 RNA 分 子 ,也 就 给 软 金属 提供 了 选择 性 很 强 
的 结合 部 位 。 这 种 化 学 性 质 已 被 用 来 探测 核酸 结构 , 妇 通 过 应 用 高 电子 密度 对 重金 属 进行 
射线 术 射 和 电子 显微镜 方面 的 研究 ,或 用 顺 磁 性 金属 离子 进行 磁 共 振 方面 的 研究 .这 种 手段 在 
解决 生物 无 机 化 学 问题 方面 很 有 前 景 。 


3.3 结合 金属 的 其 他 生物 分 子 


3.53.2 辅 基 
许多 金属 蛋白 除 蛋白 本 碳 外 还 舍 有 一 些 有 机 成 分 ,这 些 成 分 常常 指 的 就 是 辅 基 (prosthe- 
tic group), 其 中 也 含有 某 些 结合 的 金属 离子 。 BE I PE X (protoporphyrin K ,图 1.25. 
fee e EOS EET E KITE E. 5 KREME LR DERE UA 3. 22 所 
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示 , 它 是 作为 光合 作用 基本 因素 的 镁 络 合 物 ,最 后 ,如 图 1. 3 所 示 的 唆 哈 环 系统 , 即 叶酸 的 组 分 
之 一 ;也 是 目前 普遍 关注 的 课题 ,因为 一 种 唑 叭 入 生物 
已 被 暗示 为 所 谓 钼 协同 因子 (molyb denum cofactor, 
Meo-co) 中 的 铀 结合 元 件 Cunit) 。 这 种 类 型 的 元 件 对 于 会 
钼 的 酶 来 说 好 像 很 普遍 ,而 固氮 酶 则 例外 。 

有 关 这 些 元 件 的 进一步 探讨 ,可 见于 第 5 E, 


3.3.b 辅酶 Bi; 

辅酶 (coenzyme Bis) 是 低 分 子 量 的 非 蛋 白 分 子 , 它 
如 同 底 物 一 样 参与 酶 促 催化 反应 。 了 解 最 多 的 金属 辅酶 
XE Jg BEER (cobalamin) 亦 即 维生素 Bu BE S, 
ECS AR. WER EARLS DEKE. KA 
1. 6 PR BJ SURE EAE (cyanocobalamin), EEE FAD 
参与 的 双 电 子 友 应 中 被 还 原 而 形成 的 Col ) A H ARE DRR (nucleophile) 4 
ATP 反应 引发 出 腺 背 酸 化 的 Bs 辅酶 . 这 一 辅酶 中 的 钻 - 碳 键 经 过 均 裂 (homolytic cleavage) 形 
成 的 自由 莽 被 认为 参与 了 一 些 酶 催化 的 质子 转移 反应 。 甲 莽 销 维生素 (methylcobalamin) 也 订 
以 将 甲 基 离子 (CH; 转移 给 水 溶液 中 的 习 (Hg) 、 铅 (Pb 和 锡 (Sn) 盐 ,生物 的 甲 基 化 反应 可 能 
导致 这 些 元 素 的 毒性 。 


图 3. 22 对 绿 素 分 子 的 化 学 结构 


3.3.c TOR MBR FRR 

18 3E 3832 (Bleomycin) EM HBB AB (fungus streptomyces)rF ie B dt prp yg ju E HE 
的 结构 如 图 3.23 Eros. WEERGA DNA 上 ,并 且 利 用 氧 的 氧化 还 原 化 学 性 质 与 它 的 金 
属 结 合 包 上 肽 部 分 缔 和 ,从 而 催化 糖 磷 酯 主 链 的 裂解 。 由 于 博 莱 如 率 的 糖 蛋 白 特 性 ,金属 配 位 能 
力 , 和 可 结合 与 裂解 DNA 的 反应 , 它 便 是 生物 无 机 化 学 的 珍奇 之 物 。 

铁 载体 由 微生物 分 沙 到 环境 中 去 以 促进 铁 摄 入 的 小 分 子 。 它 们 的 功能 是 通过 以 高 亲 和 性 
与 铁 离子 结合 ,产生 可 溶性 的 能 被 这 些微 生物 摄取 的 络 合 物 来 体现 .其 示例 包括 环 状 三 酯 肠 杆 
W A (cyclic triester enterobactin) MATER FER RE BERE (desferroxamine) . WL 3.24, X T 
铁 载 体 ,本 书 将 在 5.1 节 进 行 更 详尽 的 讨论 。 


3.3.d 复杂 的 组 装 

许多 有 趣 的 金属 结合 组 装 (complex assemblies ) 源 于 含有 几 种 生物 大 分 子 的 络 人 台 物 . 这 些 
生物 大 分 子 的 组 装 必然 较 比 本 章 前 而 了 解 到 的 其 结构 来 得 复杂 ,所 以 我 们 只 具备 了 有 关 它 们 
配 位 性 质 的 很 初级 的 知识 ,细胞膜 .病毒 和 细胞 内 间隔 , 像 核 糖 体 ,线粒体 及 内 质 网 都 可 作为 这 
类 组 装 的 例子 ， 重 要 的 生物 无 机 成 分 ,经 常 是 被 包 被 (embeded) 在 膜 结 构 中 ,比如 包含 于 电子 
传输 步 豫 和 鼎 呼 吸 所 需 的 氧化 悉 酸化 反应 的 一 系列 细胞 色素 就 是 如 此 。 另 一 个 关键 的 例子 是 
发 现在 细菌 和 植物 膜 中 的 光合 作用 的 反应 中 心 。 关 于 神经 学 上 和 细胞 内 触发 反应 中 -个 至 关 
重要 的 现象 , 穿 过 膜 的 金属 离子 的 转运 过 程 也 就 更 可 作为 对 复杂 生物 结构 的 认识 .影响 生物 无 
机 化 学 的 范例 。 
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图 3.23 博 莱 霉 素 (a)? 及 其 与 金属 离子 络 合 物 的 推测 结构 (b,c) 


zI 
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J3 A 


1. 胺 和 乙 二 胺 在 无 机 化 学 中 是 党 匈 的 配 体 ; 然 而 赖 氨 酸 侧 链 e RR 
释 为 什么 束 氮 酸 的 氨基 在 水 溶液 中 很 难 充 当 金 属 蛋 白 的 配 体 ， 

2. 转录 因子 Y A - -种 刺激 基因 转录 的 蛋白 ,被 认为 可 与 相同 序列 的 DNA 或 RNA 双 链 结合 。 这 一 认识 
仍 存 在 争议 。 试 解释 一 个 蛋白 与 丙种 双 链 核酸 结合 的 主要 阻碍 是 什么 。 

3. 假设 一 个 蛋白 主 链 导 于 的 基 团 以 自由 旋转 的 单 键 与 其 相连 ,并 通常 以 3 个 旋转 构象 存在 的 话 , 试 算出 
100 个 氮 基 酸 构成 的 蛋白 质 含 多 少 个 这 种 构象 , 同 桩 条 件 下 ,100 个 核酸 的 情况 将 如 何 ? 评 佑 你 的 计算 
值 的 数量 级 。 

4. 画 出 由 一 对 六 肽 所 构成 的 反 平 行 户 折 片 的 结构 (NH,-A-L-D-V-S-F-COOH, NH,-K-T-N-C-R-Y- 
COOH), 

S. 给 出 下 面 序 列 相应 氮 基 酸 的 单字 母 符号 ,并 标示 出 可 能 与 软 过 渡 金 属 离子 结合 的 三 个 残 基 ， 
His-Glu-Leu-Pro-Met-Glu-Tle-Met-Thr-Arg-Ala-Pro-Pro-Glu-Asp-lle-Asn-Ala-Gly-Glu-Asn-Glu, 


# * x m 
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第 4 章 生物 无 机 化 学 研究 中 的 物理 方法 


时 标 评述 
X 射线 方法 
磁 共 振 方 法 

” 穆 斯 熏 尔 (Ma5ssbauer) 谱 
电子 光谱 和 振动 光谱 
磁性 测 其 
还 原 电 位 测定 
电子 显 微 探 针 分 析 


Pod m 4S ee P = 
cO -1 Cc An 4 & BH 


* T Z S 35 0 SE LR AS EE LU RT T8 3 9 r AR SE AT E 25 8 i Xe ep RR LR E BY H 
bp REG Ed ULIC AE CE SL OSEE AR LIE EGRE. # 437 E 3 2 PE # ERS TN 
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本 章 要 讨论 的 是 ,在 分 子 结 构 浏 定 各 电子 结构 表征 方面 ,所 应 用 的 特定 物理 方法 的 优点 和 
局 限 仁 ,金属 离子 可 作为 一 类 生物 功能 基 团 ,它们 的 电子 性 质 和 高 电子 密度 使 其 特别 送 合 用 物 
理 技 术 来 研究 ,比如 EXAFS、 穆 斯 鲍 尔 (Masssbauer) 谱 .共振 拉 墅 (Raman) 谱 、 电子 项 磁 共振 
谱 等 。 生 物 有 机 化 学 家 则 很 少 使 用 该 些 方法 ， | 


41 时 标 评 述 


为 了 理解 生物 体 中 过 沪 金 属 中 心 的 性 质 , 掌 握 它 们 电子 能 态 各 磁性 的 知识 是 很 有 用 的 ,这 
些 性 质 经 常 与 金属 中 心 的 配 位 能 力 和 分 子 几何 构 型 相关 联 , 此 二 者 都 对 在 这 些 配 位 位 置 上 的 
反应 有 影响 。 而 且 , 电 子 和 磁 学 现象 是 大 部 分 波谱 技术 的 基础 ,波谱 技术 可 用 来 监控 生物 中 金 
属 位 置 的 化 学 反应 性 。 各 种 形式 波谱 的 共同 之 处 都 是 用 给 定 频率 或 频率 范围 的 光 辐 照样 品 . 光 
可 被 散射 或 被 吸收 ,其 强度 明显 变化 是 这 些 物 理 方法 和 的 基础 与 光 的 波长 相关 联 的 光 的 频率 可 
用 来 梢 算 时 标 (time scales) ,化 学 现象 能 够 借助 时 标 , 用 给 定 的 波谱 方法 来 探测 。 表 4. 1 总 结 
了 常用 于 研究 生物 元 机 化 学 的 方法 ，。 

用 来 探测 化 学 反应 和 反应 速率 与 光 的 频率 之 间 的 关系 可 用 一 个 简单 类 比 来 理解 。 设 想 用 
照相 机 来 摄制 一 动态 画面 ,相机 的 快门 每 秒 开 关 40 次 .用 这 相机 来 拍摄 … 带 有 和 刹车 柄 的 火车 。 
如 果 车 轮转 得 很 慢 , 则 动态 的 照片 会 提供 单个 刹车 栖 的 圆周 运动 的 准确 圈 数 . 当 车 轮转 动 得 越 
来 越 快 时 ,从 照片 中 看 到 刹车 柄 运动 逐渐 变 慢 , 进 而 完全 不 动 ,接着 倒退 行走 ,最 终 是 模糊 的 章 
ER., 有 些 读 者 可 能 在 商业 照片 中 看 到 过 这 一 现象 . 车 轮转 动 的 速率 和 化 学 反应 的 速率 类 似 ， 
快门 开关 的 速率 和 表 4. 1 中 列 出 的 时 标 类 似 .为 了 进行 精确 的 动力 学 研究 ,必须 选择 适当 的 技 
A, 例如 ,通常 研究 电子 转移 反应 比 研究 原 子 转移 的 化 学 反应 要 求 更 快 的 方法 。 电子 光 谱 就 是 
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表 4.1 通常 用 于 光谱 分 析 技术 的 时 标 


技 术 时 ls] 
电子 术 射 ` As 107 75s 
PFRI a 107185 

X 射线 衍射 #=10 !5s 

UV 光谱 m10 s 
ayei 107s 

红外 光谱 10 Us 

EPR if 25107 '--127*s 
NMR i£ ae }Q7'~ 10 ?s 
NOR i 22107! 107% 
TOR BUE 210 's 

分 子 东 光谱 #2 107%s 

实验 分 离异 构 体 10s 


一 快速 方法 ,波长 A=500 nm MRH (/—6/4) 23x 107 s 的 光 , 可 以 分 辨 出 飞 秒 时 标 范围 
的 化 学 变化 。 另 一 方面 ,H NMR 谱 分 辨 动力 学 现象 的 能 力 , 与 质子 在 不 同化 学 环境 中 的 共振 
频率 差 有 关 ,而 这 是 一 个 慢 得 多 的 方法 . 这 一 技术 典型 的 时 标 是 在 堂 秒 (ms 数量 级 。 

4.2 X 射 线 方法 


X 射线 的 波长 是 1 A 基 级 ,这 和 原子 间距 的 大 小 处 于 司 -… 个 基 级 。 因 此 义 射线 对 测定 分 
子 结 构 韭 常 有 用 。 目 前 广泛 使 用 的 两 种 根本 不 同 的 X 射线 法 分 别 是 衔 射 和 吸收 。 


4.2.a 和 射线 衍射 

衍射 过 程 与 是 否 能 获得 平移 有 序 的 样品 有 关 , 即 能 否 得 到 单 唤 。 当 有 适当 的 电 体 时 ,X H 
线 晶体 学 是 研究 大 分 子 结构 .金属 配 位 几何 构 型 最 有 力 的 结构 探 针 , 经 常 测 得 的 小 分 子 结构 的 
键 长 有 0. 01~0. 001 及 量 级 的 不 确定 性 。 大 分 子 结构 通常 比 小 分 子 无 机 配合 物 测定 的 准确 性 
小 一 个 量 级 。 蛋 白质 晶体 对 X 射线 的 衔 射 作 用 不 如 小 分 子 卓 体 好 ,主要 是 因为 蛋白 质 晶体 中 
水 的 含量 高 ,经 常 高 达 50% 左 右 ,它们 通常 有 很 高 的 无 序 度 。4. 1 式 给 出 Bragg 定律 


A 418 À 
d—35inó  2sinó CEU TE (4. D 


其 中 8 是 入 射 和 衍射 的 六 射线 东 之 闻 散 射 角 的 1/2; 由 于 分 辩 率 的 局 限 性 ,最 好 的 情况 分 辩 率 
略 小 于 2 A ,大 部 分 的 配 位 化 合 物 则 小 于 1 A 。 从 单 晶 义 射线 照片 中 ,很 容易 由 距离 中 心 最 过 
的 点 (最 大 的 2 值 ) 估 算出 分 辩 率 ,由 于 分 辩 率 的 限制 ,很 难 分 办 出 单个 的 原子 。 因 此 ,对 于 金属 
蛋白 ,为 了 确认 某 一 特定 氮 基 酸 残 基 的 电子 密度 ,通常 必须 知道 氨基 酸 的 序列 。 这 样 的 要 求 使 
得 这 -… 方 法 的 芽 作 量 很 大 ,而 且 对 于 重 原子 入 生物 ,还 需要 通过 上 千 次 反射 测量 出 相 角 ,并 从 
这 些 反射 得 到 出 入 射 图 ( 同 蝇 取代 技术 )。 从 第 一 次 得 到 金属 蛋白 单 唱 的 X 射线 衍射 图 ,直到 
最 后 测定 出 分 子 的 精细 结 询 ,这 一 过 程 常常 要 经 过 几 个 月 或 者 几 年 。 当 然 , 由 才 数 据 采 集 和 结 
构 精 修 方法 的 进步 ,这 样 漫长 的 时 间 过 程 正 在 缩短 ,这些 进步 包括 能 快速 测量 衍射 图 的 面 探测 
器 的 发 展 ,以 及 可 探测 较 小 晶体 的 同步 辐射 的 应 用 。 虽 然 适 于 稍 射 用 的 核酸 的 单 量 还 较 难得 
到 ,但 X 射线 本 射 也 能 用 来 测定 其 结构 . 尽管 存在 这 些 问题 ,但 对 于 在 金属 与 核酸 结合 的 有 限 
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金属 配合 物 的 溶液 中 ,来 制备 具有 电子 密集 原子 或 基 团 的 衔 生 物 .常用 的 标准 试剂 中 含有 单一 
的 重 原子 ,诸如 铀 、 尿 或 者 金 , 当 生物 分 子 的 尺寸 增 大 以 及 复杂 性 增加 时 ,就 要 求 有 足够 址 高 电 
子 密度 的 重 原子 本 生物 ,以 便 为 同 晶 取 代 技 术 提 供 足 够 的 物 相 。 例 如 ,四 (乙酰 汞 基 ) 申 烷 
CTAMM HI -p-BE CZ, — 820 d SE CIO (PIP)( 见 图 4. 1) n] EISE Ee BS RD OE Hs 
构 , 这 是 DNA 的 8 个 多 肽 链 和 146 TY ORE DEBT E edo E CX 3. 2.e 节 )。 


HC 
CH, 
f° o d 
o M a^ ` 
`e” Q 
A ™ 心 
o—Cc 
c—a N 
CH; 


(b) Z- — (Z RSH I), PIP 
图 4.1 两 个 高 密度 电子 的 配合 物 结构 
它们 用 于 制备 式 射 线 结晶 学 研究 需要 的 大 分 子 的 重 原子 衔 生物 


图 4. 2 是 部 分 电子 密度 图 和 推导 出 的 模型 化 台 物 这些 稳定 的 ,水 溶性 的 商业 化 试剂 含有 
- -系列 多 种 重金 属 原子 , 属 那些 正在 发 展 的 无 机 配合 物 , 可 供 晶体 学 家 研究 大 分 子 组 装 。 XH 
线 衍射 技术 也 用 来 研究 DNA WS ATE. PER BUR AR DNA 的 双 螺 施 有 很 大 的 意义 ， 
已 经 证 明了 电子 密集 金属 试剂 对 这 一 类 型 的 某 些 研究 性 很 有 价值 的 。 像 注 菲 喧 输 (ethidium 
bromide) 这 样 的 有 机 釉 杂 环 化 合 物 ERAS DNA 双 爆 旋 内 ,并 与 之 结合 ,相间 占据 碱 基 对 
之 闻 的 空位 达 愧 和 (图 4. 3)。 这 一 “ 相 邻 排斥 ”结合 模型 的 直接 证 据 出 多 唱 DNA Eg X 51 
线 生 射 图 给 出 ,其 中 含有 嵌入 的 [PtCterpy)?CHET)], 含 销 样品 在 嵌入 结构 中 , 沿 螺旋 轴 近 邻 的 
Pt-Pt 间 的 重复 距离 对 应 X 射线 衍射 图 ,清楚 表明 从 入 体 间距 沿 经 线 为 10.2 A 的 反射 ,而 能 
AJE HG DNA 纤维 的 和 射线 研究 ,得 出 仅 为 3.4 AM BRR A LRAT 
能 力 使 其 难以 同 核 普 酸 碱 基 对 区 别 ， 

一 旦 一 组 原子 的 坐标 由 X 射线 入射 法 得 到 ,通常 把 它们 储存 在 便于 使 用 的 数据 库 中 , 例 
如 Brookhaven 的 蛋白 质数 据 库 。 从 这 些 原子 坐标 数据 可 得 到 计算 机 模拟 图 形 和 其 他 模型 化 合 
物 , 以 及 一 系列 键 长 和 键 角 。 

表 4.2 总 结 了 一 些 可 提供 和 射线 结构 分 析 的 金属 蛋白 。 
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DNA 


(c) ER JR ME 


(d) R RGN V 81k CREAR E 


图 4.2 核 小 体 核心 粒子 结构 
(a) 核 小 体 的 电子 显 微 图 ; (by 核 小 体 与 DNA 连接 体 示 意图 ; tc) 核 小 体 粒 子 出 视图 
以 及 DNA fi Bl d LARES 00 核 小 体 核心 粽子 的 俯视 图 ; co 部 分 电子 密度 
图 及 DNA 的 大 醒 (M) 和 小 模 (m) ,产生 电子 密度 图 的 物 相 由 图 4. 1 的 配合 物 提供 
[R rh (OMAH T. J. Richmond et al. ,Nature 311,532~537(1998) ] 
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43 RAPHY DNA 
(a) ERRAI Pt (terpy CHEYO ]* 692818; (b) ARA ED 48 Ae RA 
DN AP 25-8 EH. T ir ik BUE ABJA t cv fE lB A RT RD REC E. À TE 
具有 10.2 À BD TRE CLE rb t£ T E A BU DNA “Ado SEE d 2e T ET NOD 


表 4.2 可 提供 品 体 学 数据 的 金属 蛋白 * 


蛋白 质 som 
抗坏血酸 氢化 酶 {ascorbate oxidase? EZ 
可 可 碱 乙酸 钢 (azurin) 

PAAR fH c (cytochrome c) 

细胞 色素 P-450 (cytochrome P-450) 

tk 8 WE P ferredoxin) 

$k EA (ferritin) 

352 si f FEBS galactose oxidase) 

是 是 血红 蛋白 (hemerythrin) 

Ifi dE E A hemocyanin) 

If £T # El (hemoglobin) 

BE I 3E Gnsulin) 

BRAE A Qactoferrin) 

BT Z BRER SCRI liver alcohol dehycrogenase) 

BE A (metallothionein) 

I & B (myoglobin) 

XE RE ES 35 SE EB (nitrite reductase) 

[8] AK (nitrogenase } 

光 系 统 [还原 中 心 (photosystem T reaction center) 
PRR W 3€ (plastocyanin) 

原 儿 菜 酷 3. 4-3 00 SCR (protocatechuate 3,4-deoxygenase) 
E FAQ IF IRE (ribonucleotide reductase? 

£7. 3.38 & É] (rubredoxin) : 
HA E H iki (superoxide dismutase) £ kk aa PE 


* 有 美金 属 和 蛋白 更 全 面 的 情 沈 , 见 T, Creighton. 1993. Proteins: Structure and Molecular Properties. 
2nd ed. W.H. Freeman, New York. 
* 原文 de A di, MEMAR, Ti TE REC BSE. 
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4.2.b XX 射线 吸收 光谱 (XAS) 

X 射线 被 吸收 后 ,能 激发 元 素 1s CK 吸收 边 ) 或 2s.2p(L 吸收 过 ) 的 电子 到 空 的 定 域 轨道， 
对 能 基 更 高 的 X 光子 还 能 激发 出 连续 光谱 。 这 一 现象 已 经 发 现 了 儿 十 年 ,但 人 只 有 随 着 同步 辐 
射 技术 的 进步 ,从 其 中 可 得 到 高 强度 和 可 调谐 的 和 X 射线 东 ,X 射线 吸收 才 得 到 了 很 好 的 应 用 。 
在 此 之 前 ,常规 方法 得 到 的 和 射线 因为 强度 太 弱 ,对 所 有 举 品 (强度 最 大 的 除外 ) 都 不 能 产生 
明显 的 义 射线 吸收 信 叶 。 通 过 检测 X 射线 吸收 边 ( 即 吸收 起 始点 ?的 能 量 , 可 确定 待 测 金属 离 
子 的 氯 化 态 。 通 过 电子 从 内 层 婚 迁 到 价 层 ,在 有 利 条 件 下 TREE PAE. ABATE 
过 背 散 射 对 和 X 射线 吸收 能 量 谱 的 调制 ,能 获得 广 延 和 射线 吸收 精细 结构 (EXAFS) ,从 中 可 得 
出 金属 瑟 位 几何 构 型 的 细节 。 这 一 方法 广泛 用 于 金属 蛋白 的 结构 研究 ,一 个 突出 的 优点 是 可 研 
IER BA. REI) TRS EXAFS 和 单 晶 和 射线 衍射 丙种 方法 研究 比较 可 看 
出 ,对 模型 铺 构 A EXAFS 数据 得 到 的 几何 结构 信息 的 可 人 靠 性 达 士 0. 01 A, 

最 早 应 用 EXAFS 谱 获得 成 功 的 是 属于 铁 - 硫 蛋 白 的 红 氧 还 蛋白 ,这 使 EXAFS 在 生物 无 
机 化 学 界 获得 了 很 好 的 信义 。 红 氧 还 蛋白 的 实验 EXAFS 谱 和 用 Fe 一 S 单 键 拟 合 得 到 的 谱 图 
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ACT Él 4.4。 数 据 分 析 证 明 , 其 中 4 不 Fe 一 S( 半 胱 所 版 ?距离 都 相等 , 误 盖 在 士 0. 02 4 内。 这 和 
早先 的 单 晶 和 射线 衍射 结果 矛盾 , 那 时 认为 其 中 一 个 Fe 一 S HEM RIMES 个 长 键 的 键 长 
平均 值 短 ss0, 25 点 。 后 来 对 单 唱 买 射 线 衍射 数据 的 精 修 ,给 出 了 更 加 对 称 的 结构 ,结果 和 
EXAFS 人 研究 相符 。 


TT 


EXAFS xk? 
EXAFS xk? 


(b) 
图 4.4 KEE PHURDRSAS EX 射线 吸收 精细 结构 谱 (EXAFS) 

(a) 实验 光谱 (曲线 1) 和 用 初始 结晶 学 华 标 计算 的 光谱 (曲线 2);(b) 实验 光谱 (曲线 1) 和 

计算 光谱 曲线 2) 的 对 比 ,计算 中 很 设 铁 - 硫 距离 相等 [ 引 自 R. G. Shulman 等 , Procee- 
dings of the National Academy of Sciences USA 72,4003-~4007(1975) ] 


金属 生物 高 聚 物 的 EXAFS 测试 结果 ,往往 于 对 称 位 置 最 精确 , 即 第 - - 配 位 层 内 相对 重 的 
元 素 (Z>14) 的 金属 离子 所 处 的 位 置 ,就 此 而 言 , 红 氧 还 蛋白 [Fe CSR),] 的 情况 几乎 是 最 理想 
的 ,对 于 在 第 一 配 位 层 内 ,有 不 同类 型 原子 ,不 同 厌 子 间距 的 对 称 性 差 的 位 置 ,就 很 难 拟 合 出 淮 
ACMA AR. 与 定义 明确 的 模型 化 合 物 比 较 , 对 于 这 一 研究 过 程 很 有 帮助 。 通常 用 来 减 
少 原子 热 运 劲 的 低温 操作 ( 达 4. 2 KK}, 要求 冷冻 溶 渡 或 冷冻 干燥 的 粉 林 , 这 些 条 件 有 时 可 能 会 
改变 蛋 魏 质 活 性 部 位 的 结构 ,因此 必须 在 控制 实验 中 检测 ,最 理想 的 情况 是 进行 控制 实验 来 确 
定 以 下 情况 , 即 在 EXAFS 实验 中 , 当 把 准备 研究 的 生物 样品 置 于 高 强度 和 辐 照 下 ,样品 的 结 
构 .生物 活性 或 化 学 性 质 都 不 改变 。EXAFS 实验 完成 后 ,再 测试 酶 样品 在 溶液 中 的 活性 ,这 是 
确认 在 实验 过 程 中 生物 样品 是 否 保持 生命 力 的 一 个 方法 。 


4. 3 ” 磁 共 振 方 法 


当 把 具有 磁 矩 的 微粒 放置 在 磁场 中 时 ,就 所 用 的 磁场 而 言 ,在 不 同方 向 上 磁 矩 的 取向 能 态 
其 有 不 同 的 能 其 ,吸收 适当 频率 的 光 可 诱导 出 能 态 间 的 跃迁 ,这 一 现象 称 为 磁 共 氛 。 如果 微粒 
是 电子 ,采用 容易 到 达 的 磁场 强度 ,适宜 的 频率 在 微波 区 域 ,这 一 方法 称 为 电子 顺 磁 共振 .如 吴 
微粒 是 原子 核 ,合适 的 频率 在 射频 区 域 , 这 一 方法 称 为 核磁 共振 。 


4.3.0 HB YN EHE CEPR 
这 一 方法 要 求 样品 具 有 未 成 对 电子 , 它 对 研究 各 种 金属 蛋白 是 很 理想 的 ,其 中 包括 
CuC I), CoC 1), Fe€ 1), Fe(I), Mn( E), MnCED), MoCVO, UR (FO 和 
{Fe,S,}* * SB RFR. iX —JriEdEp xd. Bto P E KLIK amol/L 范围 的 高 自 旋 铁 离子 。 
有 意思 的 是 ,EPR 谱 可 用 于 诸如 铁 氧 还 蛋白 等 含 铁 和 蛋白 的 分 离 和 纯化 过 程 。 因 为 电子 传递 蛋 
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HBP aS ë CE TE E [16758 EF + B HAS UE IS PEINT 26 LIE EIE yi Ka E. PASTU, 
普通 的 色谱 柱 方 法 的 提纯 步骤 可 由 EPR 的 谱 图 形状 和 信号 的 积分 强度 来 监控 。 

EPR 谱 对 确定 电子 结构 ,以 及 电子 结构 对 配 位 层 组 成 和 构 型 的 相关 性 很 有 价值 ,对 此 可 
H EPR 谱 在 铜 的 生物 无 机 化 学 的 某 些 应 用 来 说 明 。 铀 CI) 特别 适合 于 用 EPR 研究 ,因为 它 只 
有 一 个 未 成 对 电子 。 同 时 ,由 于 电子 - 核 - 自 旋 之 间 的 超 精 细 相 互 作用 (用 参数 4 TURO, "Cufl 
“Cu KC Ae 7 一 372) 产 生 特 征 的 四 线 谱 图 。 此 外 , 电子 在 室温 下 , 自 旋 弛 豫 时 间 足 够 长 , 因 
此 光谱 能 在 流动 的 溢 液 中 观察 到 。 后 一 性 质 可 在 适合 于 生理 条 件 的 流 度 下 监控 生物 样 串 。 市 
且 , 常 常用 冷冻 溶液 EPR 谱 的 研究 来 阻止 分 子 的 翻滚 运动 ,而 分 子 的 热 运 动 会 使 g 因子 的 各 
相 异 性 平均 化 。 对 通常 具有 四 方形 几何 构 型 的 铜 ( I) 中 心 ,g 因子 通常 是 轴 向 对 称 的 ,其 有 
Bu >> g. = fy > 2. 0023,2. 0023 H H TAY g 人情 ,这 里 的 > MERT AA a 个 配 体 组 成 的 平 
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2400 2800 — 2806 — 3000 ^ 3290 — 3400 — 3600 
Hg 磁场 /Gs 
Eas 典型 的 Cut 1) 配 合 物 的 EPR 谱 
(a) [Cu(OH;y t. (b) ERE EP B 1 型 加 部 位 以 
及 tc) 81-Pul SCIES HER HH 2 型 铜 部 位 
[图 中 横 坐 标 单 位 Gs CES EO dE A BR Dr 16s — 10 "IT — 10 "Wb/m? — 编辑 注 ] 59 


B. Ao) EAE POP RRMA OA AA A RRR BME E UG 
各 相 异 性 ,与 型 的 Cut DMAH Cu CH,0),** #9 EPR 谱 示 于 图 4.5, 铜 蛋白质 体 蓝 素 以 及 起 氧 
化 物 层 化 酶 的 谱 图 也 同时 给 出 。 

生物 体 中 存在 的 铜 ,至 公有 二 种 在 光谱 上 明显 不 同 的 类 型 ,分别 用 1,2 和 3 型 示 于 图 4.5 
中 ( 译 者 注 : 图 中 只 给 出 1,2 80. 从 这 些 铜 中 心 的 EPR 谱 中 得 到 的 e 和 值 和 超 精 细 分 裂 参数 列 
TUR 4.3 中 ,其 他 生 移 无 机 化 学 中 重要 的 .种 类 繁多 的 顺 磁 过 渡 金 属 离子 的 相关 数据 也 一 并 殉 
AP. RRA EPR 信号 是 1 型 铜 信号 的 例证 (图 4. 5), 它 对 于 铜 中 心 具有 特别 小 的 A, 
值 , 表 明了 金属 未 成 对 电子 密度 明显 的 离 域 化 。 这 一 结果 以 及 一 个 很 绰 的 [e ==3000(mol/L) 7? 
* cm :| 的 红色 ( 译 者 注 :原文 为 蓝 色 ) A625 nm}) 吸 收 带 ,用 来 在 质 体 蓝 率 与 一 些 与 铜 相关 
的 氧化 还 原 和 蛋白 和 加 氧 酶 量 白 中 确定 1 型 铀 中心 的 存在 。 对 质 体 蓝 素 的 X 射线 结构 分 析 说 
明 ,存在 着 一 个 高 度 时 变 的 铜 配 位 环境 ,其 中 包含 两 个 几乎 平 卧 在 金属 平面 上 的 组 氨 酸 所 和 一 
个 半 胱 氨 酸 硫 醉 中 的 给 电子 体 矿 ,以 及 一 个 和 围 琉 氨 酸 残 基 的 硫 醚 单元 结合 的 ,平面 外 的 轴 向 
Cu S 键 . 图 4.5 中 给 出 的 Cu-Zn 超 氧化 物 歧 化 酶 是 在 生物 无 机 化 学 中 发 现 的 第 二 类 型 铀 
CDH EPR 信和 号 ,它们 有 其 有 对 大 多 数 铀 配合 物 特征 的 g 值 和 有 4 值 . 第 三 类 型 的 钢 则 由 于 两 个 
CuC 1 ) 中 心 的 反 铁 磁 交 换 偶 人 台 ( 见 下 述 ) 和 (或 者 ?快速 的 电子 自 旋 弛 耶 , 因 此 没有 EPR 信号， 
18 EB elucidation) RICE DIL ES $t [EB Cascorbate oxidase) 这 样 的 蛋白 质 舍 有 所 有 一 种 类 型 
的 铜 ,用 EPR 谱 和 光学 光谱 来 解释 这 样 复杂 的 情况 ,可 认为 是 生物 无 机 化 学 在 结构 层次 研究 
上 的 一 个 重大 胜利 . 近年 来 ,抗坏血酸 氧化 酶 的 X 射线 晶体 学 研究 表明 ,从 谱 学 研究 中 得 到 的 
结构 基本 止 确 。 4 个 铀 离子 相当 接近 地 连接 车 一 起 ,如 图 4.6 所 示 ， 

表 4.3 生物 体系 中 重要 过 渡 金 属 中 心 的 EPR 谱 特征 


Mnt ! ) , E EE 间隔 为 90 Gs 的 6 根 线 , 中 心 在 z=2 
CuC ID, LI g= 2. 036, g,— 2, 038. g, —2. 227, A,— 43. A,— 4,—4. 5 Gs 
Cul ld. 2 7 gi 52.242, z. —2. 053, Ay —170Gs 
CuC 0, 3 8l AX EPR 信和 号 

Mot v ) g=1. 96+ (BIB 5 (I= 55/25) 
Mo( I ) g.u2.g 7e4 | GHTS Ho 30 
Nici), JE EI E g 792. 2. gy 72. 02 

Cot 1), (ABE e~2 SERRA A 

Fe( 1), BAR. IESE g^-4. 3 

FeC EK), SARE. SHT) p. 6, gi 2. 0200/41, ZL) 
FeC 8D, J£ & NE fs g=. d, goo. 2. gpl. B 

FeS (SRNT g71. 88. 1.92, 2. 06 

FeS (SR, g^z2. 04, 2.12 

Fu SSR g^v1. 89. 1.95, 2.04 


正如 已 经 指出 的 ,EPR 技术 对 研究 生物 无 机 化 学 中 的 铁 和 铜 是 很 重要 的 。 就 铁 而 言 ， 
FeCI fl FeC I 两 者 的 氧化 态 均 能 以 低 自 旋 和 高 自 旋 两 种 形式 存在 。EPR 谱 很 容易 鉴别 出 
铁 离 子 的 这 些 组 态 ,5 和 4 参数 提供 了 更 多 关于 配 位 环境 的 信息 《 表 4. 3)。 现 已 对 血红 素 中 的 
VORVEK- BUR A eT TOME EPR 谱 的 研究 ,EPR 谱 在 下 面 的 研究 中 也 证 明了 其 不 可 估量 的 
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图 4.6 SIRPAN In S (Eis d 
图 中 标明 了 4 个 铜 部 位 和 它们 的 空间 相关 性 


fEJB: MnCIO (1=5/2, 给 出 6 线 超 精细 诸 图 )、 涉 及 区 合作 用 的 聚 鳃 原子 簇 , 固 氮 酶 和 和 氧 转移 
酶 中 的 Mo EAS Bj 和 相关 配合 物 中 的 Co 以 及 最 近 才 研究 出 来 的 存在 于 甲烷 产生 菌 中 的 
复 化 酶 和 其 他 酶 中 的 Ni。 另 外 ,在 蛋白 质 与 金属 中 心 相 邻 的 有 机 残 基 中 也 常常 观测 到 EPR fa 
号 ,例如 ,存在 于 核 背 酸 还 原 酶 及 超 气 化物 离子 底 物 中 的 稳定 酷 氮 酰基 自由 其, 就 能 观测 到 
EPR 信和 号， 在 酶 促 反 应 中 形成 的 自由 蔡 中 间 产 物 也 曾 用 EPR 谱 来 观测 。 

H EPR 派生 出 的 两 个 重要 方法 ,近来 已 发 现在 生物 无 机 化 学 研究 中 有 应 用 价值 。 其 中 一 
个 方法 是 电子 - 核 双 共振 ( electron-nuclear double resonanee，ENDOR ) 谱 , 当 - -个 二 次 辐 照 信 
号 被 扫描 覆盖 上 可 能 会 引起 EPR 线 超 精细 分 裂 的 配合 物 一 同位 素 的 NMR 频率 范围 时 ,EN- 
DOR 中 的 EPR PGES MA i EPR 线 不 能 直接 被 分 辨 出 来 .样品 在 特定 NMR 频率 下 辐 
照 ,会 引起 EPR 信号 变 为 不 饱和 ,而 结果 得 到 了 NDOR 信号 .ENDOR 应 用 的 典型 例子 是 研究 
50 标记 的 底 物 (例如 ,HiO;O; sË HODA EPR SIRE STEROID). AIR RA 
电子 - 自 旋 -反射 包 络 调制 (electron-spin-echo envelope modulation，ESEEM) 谱 ,对 鉴 Si Ro d 
的 超 精 细 相 互 作用 也 很 方便 。 超 精细 有 时 也 称 为 超 超 精 细 , 以 便 和 具有 未 成 对 自 旋 金属 核 的 起 
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精细 偶合 相 区 别 , 这 时 ,一连串 两 个 或 三 个 微 滤 脉 溃 作 用 在 EPR SPE, n Bae H e 
产生 的 “" 自 施 - 反 射 "信和 号 脉冲 之 间 的 时 间 后 延 作用 的 改变 。 这 一 原理 与 NMR 自 旋 -反射 实验 
所 涉及 的 原理 相似 。 这 种 方法 可 用 来 检测 超 超 精 细 相 互 作用 ,例如 ,与 Cu(1 ) 或 Fel ú ) Bu 
的 组 氨 酸 配 体 咪唑 基 上 N—H 的 质子 ,因为 气 代 使 观测 到 的 效应 对 光谱 指认 给 予 确定 。 另 一 个 
应 用 是 检测 “N 和 ”N 核 的 超 超 精细 相互 作用 .。 由 超 超 精细 偶合 常数 的 大 小 ,能 个 算出 离开 金属 
中 心 而 进入 配 位 体 的 电子 的 离 域 范围 。 这 一 信息 在 推论 娜 些 是 与 底 物 分 子 结合 的 反应 位 置 可 
能 很 有 价值 。 


4.3.h HR (ONMRO 

核磁 共振 对 于 生物 无 机 化 学 ,如 同 对 其 他 化 学 分 支 一 样 ,多 年 来 一 直 得 到 广泛 应 用 。 随 着 
两 个 或 多 个 时 间 变 量 的 Fourier 变换 光谱 (二 维 或 更 高 维 ) 的 应 用 和 发 展 ,NMR 谱 学 的 适用 范 
天 进一步 加 大 ,特别 对 于 大 分 子 结 榴 的 测定 更 为 有 效 。 从 1H 到 相对 用 得 较 少 的 3C .AN 和 OP 
的 NMR 谱 , 可 以 获得 有 关 生 物 高 分 子 及 所 结合 的 金属 离子 的 三 维 结构 的 信息 ,诸如 从 核 的 
overhauser 研究 得 到 距离 和 从 个 合 常数 得 到 扭转 角 . 的 确 ,现在 已 能 用 NMR 方法 测定 较 小 的 
和 中 等 大 小 的 蛋白 质 完整 的 三 维 结构 。 这 样 的 研究 要 求 能 全 部 指认 出 包含 有 几 百 个 不 同 共 振 
的 NMR 谱 , 同 时 也 要 求 尽 可 能 多 地 测量 出 质子 间距 和 扭转 角 。NMR 技术 极 大 地 影响 了 生物 
无 机 化 学 中 和 露头 角 的 研究 领域 ,其 中 包括 蛋白 质 与 核酸 相互 作用 的 锌 结合 域 的 研究 , 6 个 不 
同类 型 的 域 结构 均 已 被 NMR 谱 测 出 ,在 所 有 这 些 测试 中 ,在 结构 确定 之 前 或 者 测定 过 程 的 同 
时 ,都 要 有 组合 相 侯 的 和 射线 结构 分 析 辅 佐 ， 

顺 磁 金 属 离 子 其 有 相当 快 的 电子 自 旋 弛 瑰 时 间 , 由 此 不 会 使 附近 的 质子 共振 谱 线 宽 化 而 
无 法 识别 ,由 此 能 够 产生 适 于 鉴别 氨基 酸 侧 链 配 体 的 位 移 NMER 信和 号 .这 种 方法 对 天 然 存 在 的 
Fe .Co 和 Cu 中 心 特别 有 用 . 无 化 学 位 移 变换 的 谱 线 宽 化 存在 于 Mn C I Gdi ) 的 配 位 环 
境 中 , 当 这 些 金属 取代 了 金属 重唱 中 的 Mg .Ca 和 或 Zn 等 反 磁 性 金属 时 ,能 够 从 中 获得 近 
处 基 财 的 信息 。 垢 磁 计 渡 金 属 离 子 引 起 的 谱 线 宽 化 对 确定 水 对 金属 酶 活性 位 的 亲 和 性 也 很 有 
用 


金属 核 的 核磁 共振 谱 研究 还 对 这 一 技术 本 身 也 提供 了 的 另 一 个 很 有 效 的 应 用 领域 . 表 4.4 
列 出 了 生物 体 中 天 然 存 在 的 ,以 及 用 作 探 针 或 药物 的 金属 的 核 人 性质 。 最 有 用 的 是 1—1/2 的 金 
属 核 , 因 为 它 不 存在 四 极 谱 线 宽 化 。 大 部 分 天 然 存 在 的 念 属 同位 素 有 非常 低 的 共振 频率 ,这 使 
得 灵敏 度 很 差 , 对 所 能 得 到 的 蛋白 质 浓 度 下 很 难 观 察 到 售 号 .而 且 , 除 了 灵敏 度 非 常 低 的 “Fe 
以 外 ,所 有 核 都 是 四 极 人 >1727 的 ,由 此 给 出 难以 接受 的 宽 谱 线 。 因 此 ,对 Ca 8d ee TI. 
oT] Pt 和 PhS 7— 1/2 的 核 ,预料 会 得 到 最 有 用 的 结果 。 例 如 , 抗 瘤 药 物 铀 及 其 DNA 如 
合 物 的 ;SPt NMR 结构 研究 ,以 及 金属 硫 蛋 白 中 Cd NMR 谱 的 研究 都 得 到 了 有 价值 的 结 
果 。 . 
最 后 ,NMR 对 于 动力 学 研究 也 常常 是 很 有 用 的 。NMR PEAR EMSRS EH BR 
宽度 ,其 中 核 共振 位 置 的 差 值 常 可 被 测量 到 百 万 分 之 凡 (ppm), 这 对 于 在 很 宽 的 时 标 变化 范围 
内 相互 转化 的 物种 ,能 鉴别 出 信和 号 来 ,也 能 观测 到 谱 线 的 宽 化 。 例 如 ,两 种 在 300 MHz 频率 下 
相差 1 ppm 的 祥 品 ,只 要 它们 相互 转化 的 速率 低 于 2xX10* s !, 其 共振 谱 就 能 被 分 辨 出 来 。 这 
种 基于 NMR 的 动力 学 方法 已 被 用 来 测定 {FesS,CSR),)* -核心 的 电子 自 交 换 速 率 , 得 出 
3x10 'Gnol/L) ^! + s 的 电子 转移 速率 常数 ( 见 9. 1.a)。 
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xp 
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44 BETKHAME 


Ju 38 原子 序数 — GRTEE Ale 。 天 然 丰 度 /(%》 


NMR 频率 


MHz(10 kGs) 


H 1 1 1⁄2 99, 985 
2 1 0.015 
€ 13 1/2 108 
N 14 1 95. 63 
18 1/2 0.87 
Na 11 23 3/2 100 
Mg 12 25 5/2 10.13 
P 15 31 1/2 100 
5 16 33 3⁄2 0. 76 
K 19 39 3/2 93.10 
40 4 01 
41 3⁄2 88 
Ca 20 43 1/2 145 
V 23 50 6 24 
51 7/2 98. 76 
Cr 24 53 3/2 9. 55 
Mn 25 55 5/2 100 
Fe 26 57 1/2 2.19 
Co 27 59 7/2 100 
Ni 28 61 3⁄2 1.19 
Cu 29 63 3⁄2 69. 09 
65 3/2 80. 91 
Zn 30 67 5/2 4.11 
Y 39 90 2 放射 性 
Mo 42 95 5/2 15. 72 
97 5/2 9. 46 
Tc 43 99 9/2 放射 性 
Cd 48 111 1/2 12.75 
113 1/2 12. 26 
In 49 111 9/2 放射 性 
Gd 64 154—160 100 
Pt 78 195 1/2 33.8 
TI 81 203 1⁄2 29.5 
205 1/2 70.5 
Pb 82 207 1/2 22.6 


4.4 Tag CMassbauer) i 


穆 斯 鲍 尔 (Masshauer) 谱 的 方法 是 ,从 处 于 激发 态 核 能 级 的 源 元 素 核 中 ,发射 


. 262 
. 6054 


. 9869 


470 


. 0915 


8690 


. 245 
. 19 

. 4065 
. 501 
, 8047 
. 285 
. 689 
. 663 


H BJ 六 射线 


又 被 样品 中 的 同一 元 素 吸 收 , 这 对 于 研究 生物 无 机 化 学 中 的 “Fe 特别 有 意义 ,从 与 NMR 实验 
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R45 铁 化 合 物 中 称 斯 鲍 尔 谱 的 同 核 素 位 藉 分 关 


LE E fed Fe LS 
é/(€mm * 812 
Fe (BB RED 2«1.3 
Fe (高 自 旋 》 0,.5~0.7 
Fet (IE AED 7x0. 1 
Fet 《 低 自 旋 ) ==0 


中 的 化 学 位 移 类 似 的 同 核 素 位 移 (, 单 位 是 mm/s), REARS RASA ERAGE 
4. 5) 以 及 铁 的 配 体 类 型 的 某 些 信息 ,然而 ,从 结构 的 观点 看 ,最 有 用 的 是 信号 的 四 极 分 裂 AE, 
它 显示 出 围绕 金属 中 心 电 场 的 不 对 称 性 .这 些 参数 的 含义 在 图 4, 7 中 给 出 ,图 中 还 给 出 了 会 短 
的 4-O-Fe (C1) 键 的 铁 - 氧 蛋 白 中 {FesDO (OsCR)s}+ 核 心 的 数据 ,这 一 特性 导致 电场 发 生 轴 向 畸 
变 , 产 生 凡 这 个 化 学 单元 为 特征 的 较 大 的 四 极 分 裂 (=* 1.5 一 2. 0 mm * s D, dí SUBIT E 
成 4- 羟基 键 物 质 , 使 Fe-O 间距 次 增加 到 m=z1.96 A, 并 伴随 AREa 减少 到 ~ 0.4 mm + s (图 
4. 7). 


吸收 


AEg 


ü 2 4 
速度 /mm -a7!) 速度 hmm -s 
(a) (b 
图 4.7 SHWRS ME A Ani ER AZ E h T LEE fir COO PH iss CAE 
(a) 氧 桥 物 种 [FeOCO,CCH HBP): JAS ik 03 HBPz, E: = Rug 3: gg Ke SE 
ch) 5358488358 [Fe(OH CO,CCHD (HBP): JES HE ËI 
注意 ; (a) 中 的 大 AEo 值 是 由 于 Fet © ) 配 位 几何 枸 型 的 低 对 称 性 
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生物 无 机 化 学 中 应 用 ”Fe 穆 斯 鲍 尔 谱 的 一 个 缺点 是 该 同位 素 的 天 然 丰 度 低 ( 表 4. 4)， 经 常 需 
要 对 脱 辅 基 的 金属 蛋白 进行 重组 来 富 集 ,如 时 这 种 方法 行 不 通 , 则 要 从 大 量 富 含 "Fe 铁 盐 的 介 
质 中 来 富 集 . 对 于 生物 体 中 的 铁 原 子 簇 穆 斯 户 尔 谱 可 用 于 研究 磁 偶 合 现象 ,对 于 混合 价 态 的 物 
种 ,可 估算 内 部 的 电子 转移 反应 速率 . 穆 斯 印 尔 谱 方法 10 7s 的 时 标 ( 表 4. 1) 很 适合 这 一 研究 。 
?Fe 的 穆 斯 鲍 尔 谱 对 区 分 固氮 酶 中 不 同 种 类 的 Fe S.Fe-Mo-S 原子 得 ,以 及 铁 的 形式 气 化 态 有 
特别 的 价值 ， 在 外 部 磁场 存在 时 ,这 些 研究 用 温度 相关 的 波谱 测 基 很 方便 ,所 用 温度 可 低 至 
4.2 ,波谱 的 计算 机 模拟 可 得 到 同 核 素 位 移 、 四 极 分 裂 以 及 核 -电子 磁 超 精细 偶合 参数 。 虽 然 
?Fe 在 生物 无 机 化 学 称 斯 鲍 尔 谱 的 应 用 技术 中 起 主导 作用 ,但 其 他 可 用 的 核 还 有 “KK、"Ni 和 


Fy 
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4.5 电子 光谱 和 振动 光谱 
不 同 电子 能 级 之 间 的 跃迁 引起 能 量 在 紫外 ,可 见 区 吸收 ,对 许多 过 渡 金 属 配合 物 来 说 , 电 
帘 光 谱 还 可 能 在 近 红外 区 。 振动 能 级 间 的 婚 迁 则 能 量 更 低 , 全 部 在 红外 区 域 . 电子 光谱 和 振动 
光谱 两 者 在 探测 金属 生物 分 子 的 结构 和 电子 性 质 方面 具有 极 大 的 应 用 价值 。 


4.5.a 电子 光谱 

金属 配合 物 中 的 电子 光谱 有 三 个 主要 来 源 : 如 在 中 啉 中 发 现 的 内 部 配 体 的 谱 带 ;仅仅 与 金 
IL EORR XXE Sa] d-d 跃迁 光谱 ;以 及 在 金属 和 配 体 之 间 的 电荷 迁移 光谱 。 重 要 金属 重 白 
生 色 团 航 一 些 特 点 列 于 表 4.6。 这 些 光谱 性 质 己 用 于 指认 金属 的 氧化 态 ,并 根据 反应 来 鉴别 新 
近 发 现 的 体系 的 化 学 物种 . 在 金属 酶 中 , 配 位 环境 最 有 价值 的 特征 光谱 能 够 得 到 保留 . 当 几 种 
金属 同时 存在 时 ,例如 ,细胞 色素 c 氧化 酶 中 的 存在 两 个 血红 素 中 心 和 两 个 铜 中心 ,我们 的 任 
务 就 是 鉴别 出 单个 金属 中 心 本 身 所 特有 的 谱 带 ,指认 光谱 的 两 个 途径 是 ,有 选择 地 消耗 蛋白 质 
中 一 个 或 者 几 个 这 样 的 中 心 , 或 者 选择 性 地 改变 氧化 态 , 从 而 改变 特定 生 色 财 的 电子 光谱 。 一 
般 说 来 ,要 在 多 金属 蛋白 中 指认 出 不 同 的 光谱 带 对 应 的 特定 金属 中 心 ,不 是 一 件 简 单 的 事 。 但 
如 果 能 获得 这 样 的 信息 ,就 能 根据 这 些 信息 ,名画 出 经 过 金属 生 色 团 到 达 底 物 的 电子 转移 反应 
的 路 径 . 例如 ,在 细胞 色素 < 氧化 酶 中 ,光谱 各 其 他 谱 学 研究 表明 ,电子 从 细胞 色素 首先 经 铀 
太 中 心 进入 ,然后 四 电子 还 原 双 氧 后 成 水 ,这 一 过 程 发 生 在 双核 血红 素 at B 部位。 


表 4.6 人 金属 蛋白 光谱 的 一 般 特点 


生 色 团 主要 谱 带 谱 带 指认 
WLA [Fet I )/Fe( WI >] 400—500 nm € Soret ) na 
500—600 nm (tush) mA 
Fe( 1} OLN, 与 几何 构 型 相关 d—d 
Q-—FecI 
(LMCT) 
SE-WEOe''t S.) 350-600 nm S—Fe( 1 ) 
近 红 外 (LMCT) 
d—d 
探 针 [Cot I )/NiCI O] 与 几何 构 型 相关 d-d 
(LMCT) 
8j dE [Cut T ON;S;] &:600 nm S-CuCI) 
近 红 外 (LMCT) 
d-*d 


除 应 用 常规 的 UV- 可 见 吸收 光谱 以 外, 还 有 一 些 测定 电子 转移 反应 的 相关 方法 ,可 深 人 

了 解 生 物 中 金属 的 电子 结构 。 我 们 已 经 提 到 过 的 一 种 方法 是 近 咀 收 边 XAS, 即 和 射线 光子 激 

发 一 个 1s 电子 到 空 的 ,接近 连续 谱 的 训 缚 态 。 这 一 技术 已 经 成 功 地 用 来 确认 双核 铁 氧 合 蛋白 

的 氧化 态 , 例 如 对 甲烷 单 加 氧 酶 ,已 经 得 到 其 中 的 Fel LI)Fet I)Fe(l])Fe(I) 以 及 Fe( 了) 

Fe 1) 的 氧化 还 原 程度 的 图 像 . KAS 方法 可 测试 合金 属 的 样品 对 可 变 波 长 光子 的 吸收 。 相 应 

的 实验 是 用 固定 波长 的 和 X 射线 或 高 能 紫外 光 作 光源 来 电离 内 层 电 子 , 并 分 析 发 射出 的 光电 子 
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能 量 。 这 一 方法 是 XPS 和 UPS 的 基础 。XPS 即 和 射线 光电 子 能 谱 , 或 称 ESCA , 即 用 于 化 学 
分 析 的 电子 光谱 ;UPS 即 紫外 光电 子 能 谱 , X 射线 或 真空 紫外 线 分 别 作为 光源 。 对 于 某 些 元 
素 ,特别 是 Fe.Co, Ni 和 Cu, 当 化 学 环境 变化 时 ,内 层 电子 结合 能 具 夺 的 位 移 可 在 8 一 11 eV. 
ESCA 和 UPS 方法 在 生物 无 机 化 学 研究 中 还 有 很 多 应 用 潜能 待 开 发 。 


4. 5.b ”振动 光谱 

可 以 想像 ,蛋白 质 的 振动 光谱 是 非常 复杂 的 。 然 而 ,金属 中 心 与 电子 跃迁 由 关联 的 金属 重 
白 则 有 一 特殊 的 优点 , 即 能 产生 共振 Raman 谱 , 其 中 配 体 的 振动 得 到 明显 强化 .与 现代 化 仪器 
手段 并 用 ,包括 能 激发 可 见 和 近 紫 外 等 波长 范围 很 党 的 可 调 激 沧 怖 的 应用 ,共振 Raman 谱 的 
研究 给 出 了 会 属 蛋白 中 配 位 体 的 重要 结构 细节 。 当 在 分 子 中 存在 着 强烈 的 配 体 向 金属 的 电荷 
还 移 电 子 跃迁 ,诸如 金属 硫 醇 盐 、 酚 氧 盐 及 金属 - 羡 氮 配合 物 等 就 特别 有 价值 ,研究 中 心 生 色 团 
的 共振 Raman 光谱 ,能 分 别 鉴定 出 壮 联 氨 酸 、 酷 气 酸 或 外 源 性 码 所 化物 (N: 的 配 位 情况 。 如 
果 配 体 振 动 频率 的 光谱 范围 与 蛋白 质 的 谱 带 几乎 没有 重 亚 ,或 谱 带 的 强度 很 大 , 则 红外 和 共振 
Raman 两 种 方法 都 适用 。 一 氧化 碳 和 双 氧 结合 在 血红 蛋白 和 血 蓝 蛋白 等 O, 输 运 蛋白 上 的 研 
究 就 是 其 应 月 实例 。 

另 一 个 已 经 应 用 到 生物 无 机 结构 测定 的 振动 光谱 方面 的 技术 进步 ,是 在 线 计算 机 的 发 展 
和 Fourier 变换 方法 的 应 用 。 溶剂 和 和 蛋白质 基质 的 背景 信号 通常 能 被 差分 光谱 平均 ,这 里 两 种 
形式 的 金属 蛋白 的 光谱 能 相互 扣除 .两 种 形式 可 能 是 有 或 无 被 添加 入 的 底 特 或 抑制 剂 分 子 ,或 
省 同位 素 取代 配 体 的 衔 生 物 ,如 5O-WOI 2O-2aO ,或 HIO M DO, fl EXAFS 谱 类 似 , 使 用 激 
Xt Raman 谱 必须 要 注意 ,在 辆 照 过 程 中 和 辐 照 后 都 要 保持 生物 样品 的 化 学 完整 性 ,如 果 方 便 
的 话 ,最 好 进行 活性 监测 。 


4.5.c 圆 二 色 性 (CD 和 磁 圆 二 色 性 谱 (MCD) 

AAt Circular Dichroism ,CD) 5 Z= Bi fri fe G t # la IRE ETS Pk PE ña UR C BJ 2 fE 
相关 。CD 谱 在 生物 元 机 化 学 上 有 若干 重要 应 用 。 首先,CD 对 检测 和 分 辨 电子 跃迁 很 有 用 , ñi 
用 简单 的 吸收 光谱 来 分 析 则 较 难 。 这 是 由 于 CD 湾 和 吸收 光谱 的 选 律 不 同 ,CD 谱 带 可 以 是 正 
的 或 者 负 的 ,因此 ,如 果 符 号 不 同 ,在 吸收 谱 中 重 杰 的 谱 带 在 CD 谱 中 就 可 以 被 清晰 地 分 辩 出 
来 .其 次 ,CD 谱 是 检测 生物 大 分 子 二 级 结构 的 有 力 工 具 .。 不 同类 型 的 多 鸣 一 级 结构 ,对 应 于 肽 
猴 基 基 团 的 紫外 区 域 吸收 ,由 有 明显 不 同 的 CD HE. XH. A UTER IER RES CD Teh Fk a- 只 
旋 .B- 折 释 片 以 及 其 他 结构 形式 的 数量 。 另 外 ,CD RIEGE HIT NR EE £ kr br 8-1 m 46 35. 
CD 谱 也 能 月 来 检测 核酸 的 二 级 结构 ,例如 ,可 清楚 地 区 分 DNA A BER Z EÑ. 

尽管 只 有 手 性 分 子 有 CD 谱 , 但 所 有 分 子 在 磁场 存在 时 都 会 显示 出 CD 谱 , 测试 这 一 现象 
的 技术 称 为 磁 圆 二 色 性 (Magnetic Circular Dichroism ,MCD) 谱 。 虽然 要 对 大 部 分 实际 应 用 中 
获得 的 光谱 作 细 致 的 理论 分 析 很 复杂 ,但 在 意义 明确 的 菜 些 情况 下 ,MCD 方法 对 鉴别 结合 
配 体能 提供 有 力 的 指纹 特征 MCD 的 一 个 实际 的 应 用 ,就 是 确认 在 细胞 色素 P-450 和 在 氮 过 
氢化 物 酶 中 ,与 血红 素 中 心 的 低 自 旋 铁 配 位 的 硫 醇 盐 配 体 的 存在 。 为 了 说 明 这 -方法 的 意义 ， 
图 4.8 中 同时 给 出 血红 素 中 心 以 长 一 个 模型 化 合 物 的 MCD 谱 。 当 诸如 Zn 这 样 的 金属 没有 
光谱 信号 时 ,用 Co: 取代 该 金属 可 得 到 有 用 的 MCD RE. PAR DEEP BETERUMLPE SERE Bi rp 85 
Zn:+ 中 心 结构 ,都 由 Co+ 取 代 的 相应 化 合 物 来 探测 。 因为 MCD 能 用 作 指纹 鉴定 方法 ,与 设计 
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好 的 模型 化 合 物 相 比 较 是 必 不 可 少 的 。 除 了 作为 指纹 鉴定 方法 有 意义 外 ,MCD 也 用 来 表征 金 
属 蛋 白 中 的 顺 磁 金属 中 心 。 在 这 一 应 用 中 ,在 低温 下 监控 MCD 光谱 与 温度 和 磁场 的 相关 性 ， 
可 获得 有 关 磁 自 旋 态 的 信息 。 这 种 方法 已 广汉 用 于 铁 - 硫 蛋白 各 血红 素 蛋 白 的 研究 工作 中 ， 


(mol/Ly' ecila T! 


350 400 450 500 550 600 à 650 700 
Ainm 
图 4.8 血红 蛋白 的 磁 圆 二 色谱 
细胞 色素 P-450 的 铁 ( 工 )- 一 氧化 碳 术 生物 (曲线 1) 以 及 一 个 怡 当 的 模型 配合 物 ， 
RAAT- Sb Ed E Sk p npe x AE Sess AS [3] H J. H. Dawson 
and M. Sono, Chemical Reviews 87, 1255~1276(1987)_ 


46 磁性 测量 


光学 ,EPR 各 币 斯 鲍 尔 谱 均 可 表征 生物 中 人 金 必 扇子 的 电子 态 , 与 此 密切 相关 的 方法 是 直 
接 测量 磁 矩 。 直 到 最 近 , 这 种 方法 只 能 用 于 金属 蛋白 核心 的 小 分 子 模型 化 合 物 ,因为 祥 品 中 非 
金属 蛋白 质 和 高 水 含量 对 磁性 质 有 很 大 的 反 磁 贡献 。 然 而 , 超 导 量 子 干涉 装置 (supercon- 
ducting quantum interference device;SQUID) 的 磁感应 仪 则 具有 更 高 的 灵敏 度 , 对 直接 研究 
金属 蛋白 的 磁性 质 更 为 适宜 . 对 具有 未 成 对 电子 的 大 部 分 物质 ELLE OO ERR RECTO EEG 
因此 , 磁 矩 以 及 未 成 对 电子 数 通 常 可 从 温度 相关 性 的 研究 中 推导 出 。 除 了 用 SQUID 或 其 他 磁 
力 仪 直接 测量 磁 矩 外 , 测 基 生物 样品 中 感受 到 的 顺 磁 中 心 磁场 的 EPR 信号 强度 或 核 的 NMR 
谱 的 化 学 位 移 , 从 X 对 了 的 相关 性 推出 磁 矩 ,这 种 方法 也 是 可 行 的 。 

当 两 个 或 多 个 磁性 中 心 由 桥 式 配 体 连 接 时 ,它们 的 电子 自 旋 能 相互 抵 谢 或 增强 ,这 - -现象 
是 分 别 由 反 铁 磁 或 者 铁 磁 偶合 引起 的 。 这 种 情况 在 生物 无 机 化 学 中 相当 普遍 ,特别 是 反 铁 磁 个 
A. 根据 偶 合 的 强 弱 ,可 测定 磁 交 换 偶 合 参数 7 ,这 样 的 侦 合 从 量 于 力学 角度 看 ,类似 子 NMR 
谱 的 自 旋 - 自 旋 惕 合 。 测 得 J HAME cm! S< 对 应 反 铁 磁 自 旋 交 换 ,J>>0 为 铁 磁 相互 作 
用 ,这 里 自 旋 Hamiltonia $ H = —2J8,* So PRERE SL S, 是 指 两 个 被 偶合 的 金属 中 
心 。 对 反 铁 磁 偶 合 , 基 态 总 自 旋 CS7) 在 偶 电 子 体系 中 为 零 ,在 奇 电子 体系 中 Sr= 1/2, ERA 
温度 下 , 偶 电 子 体系 是 反 磁 性 的 ,没有 EPR 信号 或 者 在 穆 斯 鳃 尔 谱 中 元 磁场 分 裂 , 磁 化 率 与 脱 
辅 基 蛋白 无 区 别 ,。 奇 电子 体系 (Sr 二 1/2) 则 有 带 未 成 对 电子 的 .孤立 金属 中 心 的 磁性 特征 。 当 
|J| 减 小 而 号 温度 升 高 时 ,磁性 质 反 映 了 电子 - 自 旋 和 多重 性 的 较 高 能 态 。 这 一 过 程 可 直接 通过 ; 
和 温度 的 关系 来 研究 ,并 拟 合 出 多 金属 中 心 的 电子 结构 理论 模型 .这样 的 工作 对 表征 双人 金属 中 
心 很 有 价值 ,例如 血 蓝 蛋白 中 的 {Cu( 1 )); MBAR LTE PA Cui Cus ,双核 铁 氧 合 
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# Fl. SESSEL ZT E É). E ER YD Da Bg. H> EG EL SEL & w ER PY (Fe CE); 和 
(FeC IDFeC 12) RBA PAY Fe,S" 以 及 细胞 色素 c 氧化 酶 中 的 铁 - 铜 中 心 . 


47 ”还原 电 位 测定 


金属 生物 无 机 分 子 的 许多 物理 和 化 学 性 质 ,反映 了 生物 功能 要 求 的 一 些 氧 化 还 原 态 的 可 
及 性 。 其 实例 既 包 括 单 核 体系 ;诸如 Cat I Cul I), Fel I /Fe(H ),Co€ I 9/Co CI )/ 
CoCI )#I Mo(N )/MoC¥)/Mo(V) ,也 包括 多 金属 中 心 。 为 了 理解 这 些 氧化 还 原 活 性 物质 的 
生物 无 本 化 学 行为 ,我 们 通常 要 知道 它们 的 氧化 还 原 电位 。 测 定金 属 重 鲁 核心 的 氧化 还 诛 电 位 
的 经 典 方法 ,是 用 电位 相似 的 气 化 还 原 剂 进行 电位 清 定 ,观测 蛋白质 的 吸收 光谱 或 了 PR 谱 随 
着 试剂 加 入 后 的 变化 ,为 了 促进 电子 向 金属 中 心 转移 ,有 时 需要 用 具有 和 氧化 还 诛 活 性 的 有 机 小 
分 子 作 中 介 体 ,携带 电子 到 和 蛋白质 中 心 ,当然 必须 注意 ,中介 体 不 改变 蛋白 质 的 氧化 还 原 性 质 。 
最 近 , 已 经 在 不 同 的 电极 上 获得 氧化 还 原 活 性 蛋白 的 直接 电子 转移 反应 ,其 中 包括 热 解 石蜡 、 
氧化 条 和 改 性 金 等 电极 , 较 早 用 电化 学 方法 测量 氧化 还 原 电 位 的 尝试 , 曾 由 于 电极 表面 对 八 自 
质 的 强 吸附 而 元 法 实现 ,例如 细胞 色素 c 吸附 到 求 电极 上 ,一 个 准 吕 道 电 极 与 细胞 色素 c 的 快 
速 反应 ,发 生 的 包含 有 被 吸附 的 4, 业 - 联 吡啶 基 的 金 电极 上 。 在 电极 表面 存在 这 样 的 物质 可 能 
有 利于 和 蛋白 质 的 快速 结合 与 解 离 ,这 对 电化 学 测量 是 必需 的 。 由 于 4.4'-HRül mg dt Et dE SC (o 3c 
原 攻 性 的 ,因此 它 被 看 作 是 电子 转移 的 促进 剂 ,而 不 是 中 介 体 。 不 是 所 有 金属 蛋白 都 能 用 生物 
电化 学 方法 研究 ,因为 氧化 还 原 活性 中 心 不 太 可 能 完全 接近 蛋白质 表 面 ,使 得 电子 能 在 电极 表 
面 快速 转移 。 测 定 蛋 白质 氧 还 电位 的 生物 电化 学 方法 ,也 有 可 能 应 用 在 生物 传感器 研究 领域 
例如 , 共 价 吸附 着 二 茂 铁 的 电极 可 用 来 监控 胆固醇 的 含量 。 胆 固 醇 氧化 酶 是 一 种 黄 索 蛋白 , 它 
能 被 上 胆固醇 还 原 , 接 着 又 被 吸附 在 电极 表面 的 二 茂 铁 离子 重新 氧化 ,再 次 氧化 结合 在 表面 的 二 
茂 铁 ,需要 的 电流 与 胆固醇 的 含量 水 平 相 关联 。 有 关 的 一 些 应 用 已 经 叙述 过 ,预期 还 会 有 香 才 
的 应 用 。 
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这 一 方法 是 徐 测 由 高 度 聚 焦 的 电子 桌 训 击 样品 产生 的 X 射线 发 射 . 它 可 以 达到 lpm 的 空 
间 分 辩 率 , 想 要 探测 的 生物 基 元 可 小 到 107 Ug X 射线 发 射 光 谱 具 有 被 测 元 素 的 特征 ， 用 这 一 
方法 可 测定 在 小 鼠 肝 细胞 中 线粒体 和 内 质 网 中 和 钙 的 会 量 ,以 及 Wilson 氏 病 患者 的 角膜 间 陈 中 
的 定 域 铀 ,因为 这 类 患者 失去 了 从 细胞 中 清除 铀 的 代谢 能 力 。 质子 诱 导 义 射线 发 射 (PIXE E 
与 此 相关 欧 方 法 ,其 中 用 质子 束 代 蔡 电 子 东 来 激发 原子 , 当 要 解决 与 纤维 中 特定 金属 离子 区 划 
有 关 问 题 时 ,这 类 技术 无 疑 将 在 生物 元 机 化 学 界 受 到 更 多 关注 ，。 

2 题 

.对 于 "Fe EH MI mii Ba 14a keV. 7 射线 ,计算 以 秘 为 单位 的 太 约 时 间 标 度 , 这 里 玉 =heia, 撞 
BAF 1 keV 一 8.07X10 "m 2。 你 从 计算 中 得 到 的 值 与 表 4. 1 中 给 出 的 值 应 该 协调 一 致 
研究 固氮 酶 的 生物 无 机 化 学 时 ， 假设 你 收集 到 具有 Mo( ) 的 EPR 谱 的 中 间 体 . "Motl "MoAA T= 
572, 两 者 加 和 具有 25% 的 丰 度 。 给 出 你 预料 的 EPR 谱 简 单 谱 图 ,标明 图 中 的 轴 , 并 指出 预期 的 eg 
值 。 如 果 你 配制 与 富 "C 的 氰 离子 (=1/2) 为 1 :1 的 加 信物 , 它 可 能 对 光谱 有 何 影 响 ? 
. 在 金属 蛋白 中 用 Co 取代 Zn 是 一 个 取代 探 针 的 例子 .这 对 于 用 EPR 方法 ,光谱 以 及 其 他 谱 学 方法 
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表征 爹 属 中 心 提供 了 很 大 的 方便 。 用 这 样 的 研究 方法 ,可 预期 得 到 哪些 信息 ? 请 进行 讨论 。 

4. 其 合作 少 分 高 出 了 一 种 铜 酶 ,能 在 OQ; 存在 时 ,催化 油 潭 使 其 转化 为 可 溶性 的 醇 , 每 个 组 成 单一 多 卜 链 
HRA 2 个 铜 原子 。 你 作为 研究 这 一 课题 的 生物 无 机 化 学 家 ,为 了 测定 蛋白 质 的 活性 位 结构 ,给 
你 提供 的 蛋白 不 限量 ,日 能 自由 使 用 很 多 物理 技术 ,包括 NMR M EPR dE, ERY, Mossbauer fX 
射线 吸收 光束 .UV- 可 见 光谱 仪 .Raman 谱 仪 . 伐 因 二 色 仪 ,但 印 没 有 X 射线 衔 射 仪 。 在 向 同事 报告 结 
果 前 ,你 只 有 时 间 完 成 三 项 测试 。 描 述 你 准备 进行 的 测试 ,什么 顺序 最 合适 ,预测 可 能 得 到 哪些 结果 ， 
如 何 用 这 些 信息 从 结构 上 来 表征 双 锯 中 心 。 在 讨论 中 ,应 包括 期 望 鉴定 的 配 体 种 类 以 及 如 何 用 这 些 方 
法 得 出 你 的 判定 。 
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第 5 章 生物 体内 金属 单元 的 选择 、 
摄取 和 组 装 


tA 


金属 离子 的 生物 利用 率 

低 丰 度 金 属 的 富 集 策 略 和 细胞 内 化 学 
金属 和 能 的 自发 自 组 装 

特定 结构 单元 


ao Ci 
£ w N = 


在 金属 蛋白 活性 中 心中 ,自然 界 剩 用 相对 让 富 , 动 力学 活性 而 热力 学 稳定 的 单元 。 易 变性 
大 利于 金属 核 的 纸 装 和 反 组 装 以 及 底 物 的 快速 缔 合 和 解 离 ,对 于 其 一 特定 作用 , 低 丰 并 金属 离 
子 的 疯 择 可 以 通过 能 量 驱动 (energy-driven) 过 程 实现 ,能 够 以 袜 动 扩散 或 经 过 特定 帘子 通道 
的 方式 进入 细胞 。 金 属 结 舍 的 辅助 因子 ,已 发 展 成 为 用 于 提高 在 生理 粤 件 下 不 游 性 金属 离子 洛 
生物 利用 率 , 以 及 有 将 地 束 合 活性 念 属 中 心 , 使 之 作为 “生物 无 机 元 件 ? 插 入 金属 蛋白 的 活性 避 
f. EMRE RUAN E BE e EE L3 US MER T TELA EROR TER, 


令 人 感 兴趣 的 是 ,在 周期 表 中 的 所 有 无 机 元 素 中 ,只 有 少数 几 种 在 生物 体系 得 到 利用 。 最 
Zi IB SILET SUBIT CES RIT Na IK Me 和 Cas+ ,被 用 于 平衡 简单 无 机 离子 如 磷 
酸根 和 硫酸 根 以 及 更 复杂 的 种 类 SRE DNA MIRNA 的 电荷 。 谤 多 第 一 序列 过 小 金 
属 ,特别 是 铁 . 铜 .和 锌 离子 ,在 生物 体系 中 也 起 着 重要 的 作用 。 随 着 人 们 逐 浙 认识 到 这 些 稀有 
元 素 的 重要 性 , 钮 , 锰 . 钴 . 锋 和 铀 (自然 界 惟 存在 的 第 二 序列 过 小 元 素 ? 的 生物 无 机 化 学 世 在 
迅速 发 展 。 锡 最 近 也 被 烈 为 生物 金属 系列 ， 自 然 界 为 什么 选择 利用 这 些 特定 元 素 的 性 质 ? Hñ 
然 已 知 无 机 化 学 性 质 表 明 某 些 元 素 具 有 一 定 的 潜在 价值 ,但 自然 答 为 什么 没有 选择 利用 这 些 
元 素 的 性 质 ? 例如 ,已 知 氏 元 素 的 化 合 物 能 可 逆 地 同 氧 结合 ,但 为 什么 没有 一 种 合 氏 的 呼吸 蛋 
白 作 为 氧 传输 体 ? 

正如 从 本 章 将 要 讨论 的 实例 中 可 以 看 到 的 ,支配 金属 离子 应 用 的 因素 之 一 是 它们 的 相对 
丰 度 。 铁 是 地 壳 中 最 丰富 的 过 渡 金 属 。 因 此 , 铁 作为 省 多 生物 无 机 体系 的 重要 组 分 ,并 不 使 人 
感到 意外 。 金 属 蛋 白 的 活化 中 心 是 由 动力 学 活性 而 热力 学 稳定 的 单元 组 成 的 。 可 以 从 这 个 事 
实 推 斯 出 支配 金属 离子 应 用 的 第 二 个 因素 ， 活 性 有 利于 金属 核 的 快速 组 装 和 拆卸 以 及 席 物 的 
快速 交 侣 和 解 离 。 无 机 化 学 中 因 它 们 的 动力 学 惰性 而 从 所 周知 的 金属 离子 如 CURIE Co?" ,在 
生物 无 机 化 学 中 很 少 被 利用 . 燃 似 地 ,和 更 为 惰性 的 第 二 、 第 三 序列 的 过 渡 元 素 , 在 生物 无 机 化 学 
中 几乎 不 起 任何 作用 。 尽 管 它 们 在 化 学 工业 均 相 和 才 相 催化 剂 中 具有 十 分 重要 的 价值 。 哥 实 
上 ,如 果 这 些 重 要 过 渡 金 属 离子 存在 上 细胞 内 ,它们 可 能 是 有 毒性 的 .因此 ,它们 的 捞取 和 传输 
机 理 已 经 受到 关注 。 正如 第 一 章 所 陈述 的 , 锝 . 铂 和 金 的 配合 物 ,在 医药 中 都 起 着 一 定 的 作用 。 
它们 在 细胞 中 的 进 和 人 和 代谢 机 理 , 也 是 人 们 感 兴趣 的 研究 课题 。 

ATH -具体 目的 而 需要 一 个 特定 金属 离子 的 时 候 , 该 特定 金属 离子 可 以 通过 细胞 内 的 
驱动 能 量 过 程 而 被 富 集 。 这 种 现象 的 一 个 著名 例子 是 钒 被 摄取 到 某 些 海洋 生物 体内 。 伴 随 
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ATP 需求 反应 的 发 生 , 该 元素 以 五 倍 的 量 被 从 海水 中 富 集 到 被 称 为 vanadocytes MRM 
海 巍 类 的 血细胞 中 ,这 些 细胞 干 重 每 公斤 含有 约 27 g RS EA 100 多 信和, 一 些 被 娶 类 动 
物 中 积累 有 在 生物 学 中 很 少 遇 到 的 金属 ,包括 Ti.Cr, 基 至 Nb , PURETA TER 
中 的 作用 还 不 清楚 ,日 前 处 在 研究 之 中 。 

为 了 优化 特定 功能 ,生物 体 中 金属 离子 的 性 质 被 它们 所 处 的 局 部 环境 所 闫 弱 。 然 而 ,在 其 
些 情 况 下 ,可 利用 的 氨基 酸 残 基 不 能 完成 这 一 任务 .弥补 这 一 缺陷 的 一 个 方法 是 利用 含有 特定 
有 机 官能 团 的 辅助 由 子 。 通过 特定 有 机 官能 团 调 整 它们 的 无 机 客体 的 性 质 。 正如 在 第 3 章 简 
要 提 到 的 ,如 路 啉 和 咕 啉 这 些 辅助 册子 ,在 许多 不 同 的 蛋白 质 中 经 常 遇 到 , 肽 链 中 附加 配 体能 
够 进一步 减 能 金属 离子 的 性 质 . 这 些 单元 作为 很 有 用 的 “生物 无 机 元 件 ”, 非 常 类 似 于 现代 电子 
设备 中 的 固体 元 件 , 当 需 要 它们 的 特定 功能 时 , 才 将 它们 插入 。 另 一 类 生物 无 机 元 件 是 金属 原 
子 艇 ,这 是 无 机 化 学 家 非常 熟悉 的 单元 。 铁 - 硫 艇 如 {esS4)+ 经 常 在 蛋白 质 中 被 发 现 , 它 们 在 
二 白质 中 起 着 传递 电子 的 重要 作用 。 呈 外 ,如 FeO, REAT SERRA PRA Te 
蜂 以 及 人 类 用 于 导航 和 定向 的 手段 。 自 然 界 从 岩石 图 吸取 化 学 物质 为 生物 界 所 用 的 能 力 是 十 
分 令 人 惊奇 的 ,并 有 形成 了 一 个 中 心 原 则 , 据 此 我 们 能 够 更 好 地 理解 生物 体 中 金属 单元 的 选 
择 。 


5.1 金属 离子 的 生物 利用 率 


表 5. 1 列 出 了 在 地 壳 和 海水 中 发 现 的 无 机 元 素 的 相对 丰 度 。 将 该 资料 与 表 1. 1 相 比 较 订 
以 看 出 ,生物 体 中 必需 金属 的 让 度 较 非 必需 金属 的 丰 度 相对 高 些 。 某 些 高 丰 度 的 金属 离子 ,如 
铁 , 在 生物 体 中 的 作用 还 未 被 人 们 所 了 解 。 这 种 低 利 用 性 可 能 与 该 元素 的 常见 离子 Ti 在 生 
物体 内 pH 6—8 环境 中 的 溶解 和 流动 困难 有 关 。 
表 5.1 ROM RG ERIA 


RE 地 壳 平 均 海水 元 者 地 壳 平 均 海水 
(ppm) (mg/L El ppm) (ppin) (mg/L. B ppm) 

H 1. 40x 10* 1.1X107' Rh 5x10? 

Li 20 0.17 Fd 1x10 ° 

Re 2.8 6x10 ' Ag 7x10 : 3x10 1 
B 10 4.5 Cd 0.2 1x10 + 
C 200 28 In 0.1 «2x10 
N 20 0.7 Sn 2 8X10^ 
O 4. 66 x 10 Sb 0.2 3x107' 
F 625 1.3 Te 1x107 

Na 2, 83 x 10! 1.1x10! I 0.5 6x10 7 
Mg 2. 08x 104 1.85x10 Cs 3 3x07 
AI 8. 13x 10" 1X10? Ba 425 2x107 
Si 2.77X10 C 3 La 30 3x107* 
P 1. 055€ 10" 9x10? Ce 60 1x10 ° 
s 266 9x16? Pr 8.2 6x10 
cl 130 1. 9x10 Nd 28 3X1073 
K 2.59x]0' 3.9XxX 107" Sm 6.0 5x107 
Ca 3. 63 X10 4, 1x10 š Eu 1.2 1x10 
Se 22 < 4 10 ° Gd 3.4 7X10 


Ux 


== 地 壳 平 均 海水 xx ,地壳 平均 海水 
(ppm) (mg/L Efl ppm) (ppm) (mg/L, Ef ppm) 
Ti 4,46 107 1x107% Th 0.9 1.41078 
v 1.35 2x107 Dy 3.0 9x10_° 
Cr 100 5xi07* Ho 1.3 2x107* 
Mn 950 £x107* Er 2.8 $x107* 
Fe Sx 104 3x10 ^? Tm 0.5 2x10* 
Co 25 4x10 ^ Yb 3.4 8x107* 
Ni 75 7x107 Lu 0.5 1X107* 
Cu 55 3x107 Hí 3 <@x107° 
Zn 70 1x10 š Ta 2 «:3x]107f 
Ga 15 3x]07* w 1.5 ixlo“* 
Ge 1.5 7X107 Re 1x10! 8X10^5, 
As 1.8 2.6x]107? Os 5x107 
Se 5x10^* 8x10? Ir 1x107? 
Br 2.5 67 Pt 1x107 
Rb 90 0. 12 Au 4X107? 1x107? 
Sr 375 8 Hg 8x107* 2x107* 
Y 33 1x107° Tl 0.5 <1x107 
Zr 185 3x10 5 Pb 13 3x107 
Nb 20 1x10 Bi 0.2 21074 
Mo 1.5 1x10? Th 7.2 «5x10 7 
Ru 1x077 U 1.8 3x 107 


* ffi B: Compiled from B. Mason and C. B. Moore. 1982. Prinerples of Geochemistry, 4th ed. Wiley, 
New York (1982), Tables 3.5 and 9. 3. 


自然 界 是 如 何 将 金属 离子 从 它们 的 矿物 形态 中 提取 出 来 ,并 将 它们 插入 到 生物 环境 中 的 
We? 对 于 许多 离子 ,如 Na Mg’ ii Zott, 在 需要 达到 毫 摩尔 浓度 的 情况 下 ,溶解 度 不 存在 特 
别 的 问题 。 但 是 ,有 些 元 素 如 铁 , 在 中 性 pH 情况 下 ,由 于 深 解 度 太 低 { 见 表 2.3) 以 致 不 能 容易 
地 被 生物 体 所 利用 .除了 溶解 度 之 外 ,金属 离子 还 必须 能 够 被 细胞 所 吸收 ,这 种 现 每 还 没有 被 
完全 理解 .如 图 5. 1 所 示 , 有 两 种 可 能 途径 . 某 些 金 属 离子 如 钠 穿 过 细胞 蜡 上 的 特定 通道 和 套 。 
我 们 将 在 第 6 童 讨论 这 个 有 趣 的 现象 ,对 于 其 他 高 子 , 一 些 特 殊 的 束 合 配 体 可 以 使 它们 很 容 


ML. RM 


图 5.1 细胞 吸收 令 属 离子 的 商 种 途径 (被 动 扩 散 和 经 过 特定 离子 通道 传递 示 惠 轩 
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易 地 通过 细胞 膜 。 

人 们 已 经 较 深 地 了 解 细菌 促进 的 铁 的 溶解 和 流动 ,此 过 程 利用 了 经典 配 位 化 学 的 许多 要 
侈 ,因此 ,我 们 将 对 该 例子 进行 较为 深入 的 论证 . 此 过 程 所 包含 的 原理 可 能 适用 于 其 他 金属 高 
了 的 生物 利用 率 , 正如 前 面 所 提示 的 ,只 有 很 少数 的 水 合 铁 离 子 串 以 被 细胞 所 摄取 , 为 了 溶解 
铁 , 微 生物 进化 出 能 与 Fet 1 ) 紧 紧 结合 的 被 称 为 铁 质 体 (siderophores) 的 整 台 剂 。 铁 质 体 被 
细菌 释放 到 它 所 处 的 环境 ,并 将 铁 以 复杂 的 形式 溶解 并 敖 合 ,该 莹 合 物 可 以 被 专 一 地 摄取 到 细 
胞 内 ,并 在 那儿 将 铁 释 放出 来 ,研究 最 深入 的 一 种 铁 质 体 是 以 儿 茶 酷 为 底 物 的 及 杆 菌 素 Cen 
如 图 3. 24 所 示 。 肠 杆菌 紧密 地 与 FeCE ) 结 合 在 -起 ,其 总 的 生成 常数 Kt 为 10*, 如 式 5.1 所 
aR 


K:=[EFe(ent T /([ Fe? [Cent J} (5.1) 

该 数值 对 应 于 在 pH 7. 0, 将 游离 肠 杆 菌 素 配 体 的 质子 化 考虑 在 内 时 的 表 观 离 解 常数 10 = 
了 理解 如 此 紧密 的 结合 ,需要 进一步 研究 细胞 内 铁 释 放 的 机 悍 。 正 如 我 们 将 要 讨论 的 ,所 产生 
的 一 3 价 铁 配合 物 骨 离 子 是 可 溶 的 ,并且 可 以 被 快速 地 传递 到 细胞 和 内 。 
有 关 铁 - 肠 杆菌 素 配 合 物 结构 的 信息 ,已 经 通过 系统 的 实验 推理 出 米 。 肠 杆菌 素 的 铁 配 全 
ARAUT OLEO ) 配 合 物 的 旋光 吸收 光谱 ,这 个 结果 表明 , 配 体 是 以 儿 茶 酚 2 价 
阴离子 而 不 是 以 一 个 酰胺 的 氧 原 子 和 每 个 芳香 环 的 一 个 环 氧 原子 参与 配 位 的 .而 且 , 该 配合 物 
具有 光学 活性 ,表明 在 以 铁 为 中 心 的 两 个 可 能 绝对 徇 型 中 ,其 中 之 一 占 主 导 地 位 。 这 种 情况 出 
现 的 原因 是 如 下 图 所 示 A 种 A 两 种 异 构 体 形成 约 。 


ATEM 


ABETESRAUDIGSME C 

Bd X ER EF HR ER ABSA FTE G OE B ES S HA. TEERAA A Hl A EFIE 
YEA xc Book, 尽管 日 前 还 不 能 够 获得 铁 肠 杆菌 素 的 合适 晶体 进行 X 射线 入 射 研 
a: ,在 铁 处 的 构象 可 以 通过 与 略 CI ) 肠 杆菌 素 配 合 物 的 档 象 进行 比较 推理 出 来 .这 个 任务 是 通 
过 研究 二 ( 儿 茶 酷 ) 第 (I ) 完 成 的 该 配合 物 不 舅 发 生 到 代 反 应 ,可 以 用 色谱 法 分 离 得 到 光学 异 
构 体 ,通过 将 略 ( I BAR AER ILL 8L PEE IS — OLEO ROHAN A SERERE EE 
谱 比 较 发 现 , 后 一 个 蜡 构 体 的 谱 类 以 于 肠 杆 菌 素 配 合 物 的 谱 ( 图 5.20. 假设 铁 ( ABCA 
CLEA SM AAS WAAL RRC IAA ERR. Wea 
有 优势 构象 为 A 异 构 体 。 这 个 结论 最 近 已 得 到 钒 (NN RU VOR TAR) Ake 
析 支 持 , 如 图 5.3 所 示 。 

铁 肠 杆菌 素 与 E. Coli 内 外 上 膜 上 的 专 -* 受 体 相 互 作用 ,并 且 通 过 能 其 依赖 机 理 和 被 转移 至 
细胞 内 ,如 图 5.4 所 示 . CHR RT ARAM RE Re ERE. 
[Fetenty]2 报 家 的 动力 学 研究 揭示 其 饱和 行为 类 似 于 大 多 数 酶 的 饱和 行为 ,并 且 可 以 依据 
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Ae —2 


Ar 0 E — —— 
fo NA 
(b) A/nm 


图 5.2 SRODBSFEROKESIST & fel su OLAS CI B8B Fr AJ EE Beeb) 
VELA 蜡 构 体 的 光谱 对 应 于 肠 杆菌 素 箱 生物 的 光谱 [摘自 S.S. Jsied et a£. , Journal of 
the American Chemical Society 98, 1763-1769 (1976)] 


Michaelis-Menten 机 型 来 解释。 对 于 [FeCent) 上 OS WS RK UT 0.3 umol, M 
示 着 它 能 够 合理 地 同 某 个 特定 爱 体 紧密 地 结合 在 一 起 ， 人 们 利用 这 种 摄取 分 析 方 法 研究 受 体 
所 认可 的 [FeCent)] 结构 桂 征 ,并且 使 研究 铁 释 放 机 理 的 实验 更 易于 进行 . 例如 ,简单 的 儿 茶 
酮 配合 物 如 [Rh(cat);] AAEM [Fe(ent) 的 摄取 。 煞 在 这 些 研究 中 被 使 用 ,因为 它 能 形 
成 动力 学 上 情 性 的 配合 物 。 然 而 ,通过 修饰 配 体 从 而 结合 到 肠 杆菌 素 酰 胺 链 所 生成 的 配合 物 ， 
是 非常 有 力 的 抑制 剂 。 因 此 ,N,N- 二 甲 基 -2,3- 二 羟基 苯 甲 酰 肤 合 钱 能 够 有 效 地 抑制 
[Feten j^ 在 100 pmol 水 平 上 的 摄取 。 这 些 观察 结果 提示 , 尽管 金属 儿 茶 酚 胺 配合 物 的 三 
〈 儿 茶 酚 ?阴离子 和 酰胺 部 分 对 于 膜 受 体 的 识别 是 必需 的 ,但 三 内 酯 环 并 不 十 分 重要 。 该 结果 说 


5.3 ACM ) 肠 杆菌 素 的 X 射线 品 体 结构 75 


图 5.4 Sit h BU ESE 
在 ATP 驱动 下 被 摄取 草 E. Coli 细胞 示意 围 


BH ,保留 肠 杆 菌 素 的 二 羟基 莱 甲 酰胺 基 团 而 不 是 其 余部 分 的 合成 类 似 物 对 受 体 具有 竞争 性 . 作 


OH 
ye 
HN” "O 
CH, 


图 5.5 BHR HHS RS, 
MECAM 的 化 学 结构 . 


为 对 水 解 不 敏感 的 二 内 酝 官 能 团 肠 杆菌 素 的 稳定 类 
似 物 ,合成 了 一 些 化 合 物 ， 其 中 之 一 为 MECAM ,如 
图 5. 5 所 示 .。 其 中 三 内 酯 部 分 被 一 个 1,3,5 三 亚 甲 基 
葵 基 所 取代 。 这 个 配 体 与 铁 (E) 紧 密 结 合 的 程度 几 
+} Shire RASH CK = 108) 。 后 来 的 工作 类 
Hj, MECAM fy $E Be & 3g Scis E d& — THR 
LFetent) MAR el. m Aix Bop B RS 
物 能 够 被 细胞 吸收 ,并 且 可 作为 一 个 铁 源 。 尽 管 受 体 
本 身 的 特点 还 未 被 人 们 所 完全 认识 ,这 些 结 构 - 活 性 
美 系 已 告诉 我 们 受 体 -[Felent)j:- 相 互 作用 的 许多 
本 质 内 容 。 

最 后 ,我们 来 讨论 铁 释 放 机 理 问题 。 铁 (11) 与 肠 


杆菌 素 结 合 的 如 此 紧密 以 至 于 独立 的 释放 缓 视 到 与 生物 过 程 无 关 , 人 们 为 此 提出 了 几 种 可 能 
的 机 理 。 首 先 , 肠 杆菌 素 结构 的 敏感 性 提示 配 体 水 解 可 用 于 铁 的 释放 。Fe(CE )-MECAM PE 
任何 易 水 解 基 团 ,但 它 是 一 个 有 效 的 铁 源 。 这 表明 该 配 体 水 解 机 理 不 可 能 是 惟一 的 。 第 二 种 可 
能 的 机 理 是 铁 从 铁 ( H ) 被 还 原 到 铁 ( 工 ) ,提供 了 配合 物 的 一 个 更 易 变 化 和 较 不 稳定 的 形式 ,该 
配合 物 在 细胞 质 内 释放 匀 . 在 生理 pH 下 ,三 ( 儿 茶 酚 ) 忽 (1) 配合 物 的 还 原 电 位 估计 接近 于 一 
750 mV/NHE. 在 中 性 pH 下, 这 个 很 小 的 负 值 好 像 不 能 发 生还 原 。 然 而 ,内 为 在 金属 与 肠 杆 
菌 素 结合 时 ,有 6 个 质子 被 释放 出 来 ,并 且 铁 肠 杆 菌 素 本 身 在 pK, 略 低 于 5 时 能 够 质子 化 ,所 
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以 在 较 低 pH 时 ,还 原 好 像 是 可 能 的 . 最 后 ,可 能 有 一 种 专 一 细胞 上 大 铁 结合 配 体 ,这 种 配 体 结 合 
氧化 还 原 化 学 ,在 细胞 内 将 铁 从 肠 杆菌 素 中 分 离 出 来 ,更 进一步 的 研究 对 于 发 现 铁 释 放 机 理 是 
不 可 缺少 的 。 关 于 猴 在 细胞 内 的 控制 和 利用 的 更 多 信息 将 在 第 6 章 中 讨论 ， 


5.2 低 丰 度 金属 的 富 集 策 略 和 细胞 内 化 学 


细胞 从 它 所 处 的 周围 环境 摄取 和 富 集 某 一 特定 金属 离子 有 几 种 可 能 的 机 理 。 在 本 章 早 些 
时 候 提 到 钒 的 一 个 特例 , 海 精 类 动物 和 被 圳 类 动物 必须 从 海水 中 积聚 钒 元 素 , 钒 元 素 在 海水 中 
几乎 全 部 以 VO, 生 离子 形式 存在 ,这 个 负离子 通过 某 一 特定 体系 进入 细胞 ,该 体系 能 够 经 过 外 
细胞 区 将 阴离子 如 硫酸 根 离 子 等 传递 ,一旦 进入 细胞 内 , 钒 被 还 原 ,与 细胞 内 组 分 结合 ,并 且 不 
再 能 够 扩散 到 介质 中 。 其 他 元 素 也 是 经 过 同样 的 阳离子 传递 体系 接近 细 静 质 的 。 一 个 有 趣 的 
例子 是 铬 , 它 以 铬 酸 盐 离子 CrO,* 形式 存在 ,具有 致癌 作用 。 尽管 人 们 还 不 了 解 该 元 素 致癌 的 
全 部 细节 ,如 图 5.6 所 示 , 它 进入 细胞 并 且 变 得 稳定 的 机 理 最 近 已 被 提出 来 ,如同 钒 酸根 离子 、 
铬 酸根 被 阴离子 传递 体系 载 入 细胞 内 。 在 细胞 质 内 , 铬 酸根 与 一 个 细胞 内 三 肽 .党 胱 甘 肽 
(GSH). 谷 胱 甘 虚 含有 一 个 半 胱 毛 酸 玖 基 , 在 细胞 内 的 浓度 约 为 5 mmol/L, 在 同 GSH 的 
反应 中 ,CrOs 汪 被 还 原 为 Cr(V ) 和 Cr(ND), 并 且 形 成 Cr 一 S 键 。 这 个 金属 离子 以 此 方式 被 捕 
获 到 细胞 内 ,如 钮 的 还 原 态 那样 ,不 能 够 再 被 扩散 到 原生 质 .与 DNA 结合 ,随后 最 终 被 还 原 为 
CrCl) ,被 认为 是 这 个 离子 致癌 作用 的 辅助 步 又 。 有趣 的 是 ,人 们 发 现 , 铬 在 十 2 和 十 3 氧化 态 
时 是 没有 致癌 作用 的 ,因为 它 不 能 很 容易 地 进入 细胞 。 因 此 ,传递 的 顺利 进行 是 中 毒 机 理 的 -~ 
个 十 分 重要 方面 。 


细胞 外 
AP pd RAR Aa 
细胞 膜 
细胞 内 
Cro, 
F " 
Cr*-G5H 
r DNA 
GS-Cr-DNA 
GSH 


Cr DNA 破裂 基因 作用 


图 5,6 铬 酸根 离子 的 细胞 摄取 和 基因 中 橙 作用 模型 
CrO 离子 通过 特定 道道 进入 细胞 ,被 谷 胱 甘 肘 GSH) 还 原 , 并 且 与 DNA 以 共 价 键 相 结合 
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对 于 中 性 金属 配合 物 ,细胞 内 摄取 是 经 过 穿越 细胞 膜 的 被 动 扩散 过 程 进行 的 .这 个 机 理 适 
用 于 在 第 1 童 所 简要 提 到 的 抗 癌 药物 顺 - 二 毛 二 氨 台 铂 (czs-DDP? 或 顺 铂 。 顺 铂 是 作为 盐水 入 
液 静脉 注射 到 体内 的 ,将 近 一 半 的 销 与 血清 蛋白 结合 并 被 排出 体外 ,其 余 的 则 分 布 在 不 同 的 组 
织 内 。 在 血清 中 ,由 于 相对 较 高 的 氯 离子 浓度 (Cs 0, 1 mol/L), 该 药物 中 的 大 部 分 以 
ets-[Pt(NH;).Cl,] 形式 存在 。 作 为 一 种 中 性 分 子 , 顺 铂 主动 穿 过 细胞 膜 扩 散 到 细胞 质 , 在 此 遇 
BK SE TRIKBS SCR T C593 mmol/L)。 水 解 产 生 的 阳离子 配合 物 , 如 cz-LPtCNHa): (OH;)Cl + 
扩散 到 DNA.—TPREJEDEBUT ,在 那里 它们 结合 在 一 起 , 导 施 细胞 毒性 损伤 ，czs-DDP 的 水 解 
反应 是 它 的 生物 学 活性 的 重要 方面 。 如 图 5.7 所 冰 , 毛 离子 逐步 被 取代 ,形成 水 合 物 和 产 基 化 


| — / 
l 


"HO cr H,O aE on 
H,N—Pt—H,0 NA, H,.N—Pt—H,O —, HN PI-H, 


顺 铂 -DNA 加 合 物 


5.7 抗 癌 药 物 顺 铂 的 引信 和 体内 化 学 
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合 物 。 该 药物 的 这 些 水 解 形 式 较 cis-DDP EF HH DNA 反应 。cis-DDP 配合 物 与 小 牛 胸腺 
DNA 结合 速率 的 研究 表明 ,DNA 结合 的 动力 学 相同 于 第 一 个 握 离 子 从 铂 配 位 界 中 水 解 的 动 
力学 。cis- 和 trans-DDP 与 40 个 来 自 于 小 鸡 红 细胞 DNA 的 磊 基 碎片 结合 的 PC —1/2) 
NMR 研究 表 表 , 铂 首先 反应 形成 单 功能 加 合 物 , 在 此 ,只 有 一 个 键 结合 到 核酸 分 子 上 。 它们 再 
慢 慢 地 靠近 ,从 而 结合 成 双 功 能 加 合 物 ,在 此 有 两 个 铀 -核酸 键 .这 两 个 化 学 过 程 发 生 的 半衰期 
均 为 2 一 3 小 时 ,失去 氯 离子 的 步骤 是 速率 决定 步骤 。 这 里 重要 的 是 ,通过 改变 它 的 化 学 形式 ， 
部 分 中 性 分 子 变 为 正 离子 ,药物 被 摄取 到 细胞 内 。 在 此 药物 能 够 破坏 细胞 的 基因 组 ,并 表现 出 
抗 癌 活 性 。 该 机 理 这 方面 的 内 容 在 本 质 上 与 前 画 所 讨论 的 低 丰 度 金属 V 和 Cr 的 机 理 相同 , 

尽管 与 DNA 结 台 通常 被 认为 是 顺 铂 抗 瘤 机 理 的 一 个 必要 步 台 ,cfs-DDP 水 解 产 物 也 同 绍 
胞 内 其 他 组 分 相互 作用 .。 SPOR EN TRIS BSAA TE. 依据 软 硬 酸 
碱 理 论 (2, 1.2), ADE ERA BSI REA ADAG. 这 个 化 学 过 程 天 概 能 够 改 
善 该 药物 的 毒 副 作用 而 不 影响 其 抗 况 活 性 ,并 与 cis-{Pt NH;)s)*' /DNA 加 合 物 的 形成 和 在 
在 相互 联系 。 另 一 个 认为 与 铂 抗 癌 药 物 反 应 的 分 子 内 组 分 是 抗坏血酸 , 它 能 够 将 PicN ?还原 
到 Pt( 1 )。 这 个 化 学 过 程 在 口服 新 型 PtC WV) 抗 癌 化 合 物 的 活化 作用 中 是 重要 的 ,该 类 化 合 物 
最 近 己 经 进入 临床 实验 阶段 。 这 类 反应 是 生物 无 机 化 学 工作 者 的 重要 研究 课题 。 


5.3 ”金属 敌 的 自发 自 组 装 


许多 金属 在 蛋白 质 和 核酸 中 与 其 结合 部 位 以 简单 离子 的 形式 配 位 。 因 此 ,Zn 与 羧 肽 酶 
以 及 与 锌 指 域 结 合 , 铜 以 Cu "或 Cu” 与 质 体 蓝 素 结合 等 等 , 然而 ,有 时 需要 一 个 较为 复杂 的 全 
金属 单元 .这 里 将 要 描述 两 个 这 样 的 例子 ,阐述 自然 界 是 如 何 应 用 无 机 艇 合 物化 学 来 完成 金属 
蛋 折 中 的 特殊 作用 的 .尽管 人 们 还 不 了 解 这 些 复合 物 在 体内 是 如 何 装 配 和 插 人 到 蛋白 质 中 的 ， 
但 是 ,正如 在 第 2 章 所 描述 的 现代 化 合 物 的 合成 那 社 ,这些 过 程 可 能 包 售 自发 自 组 装 ， 


5.3.a -HASH 

在 生物 无 机 化 学 中 LE PE E HaT PEE SR ELLOS DER T) REE A BRI] 7 SOT P3 
容 . xod Gn n SE PE A I EHE BERE 5.2 rh, RE nFe-nS 艇 存在 的 最 终 证 据 来 自重 
PLE ES X Bt dH SEU B| SE USES em 4r PEE RSH BE PPE E 015865 FR AE 
要 依据 复制 模型 配合 物 的 合成 与 表征 。 而 且 , 一 且 主 要 复合 物 组 成 被 确定 ,电子 吸收 ,EPR ,和 
穆 斯 鲍 尔 谱 的 应 用 能 够 使 不 同 核酸 被 很 快 和 准确 地 鉴定 ,而 不 需要 借助 于 蛋品 质 的 和 BEER dh 
体 结构 测定 .而 且 ,X 射线 晶体 结构 测定 经 常 需要 多 年 才能 完成 .最 后 ,有 儿 种 已 知 结构 不 仅 在 
生物 学 而 且 在 无 机 化 学 中 都 是 无 前 例 的 ,这 要 归功 于 人 们 期 待遇 到 新 结果 的 热情 ,并 且 向 现代 
合成 化 学 工作 者 提出 了 更 为 重要 的 挑战 。 在 此 ,我 们 将 描述 基本 结构 类 型 .蛋白 质 和 能 合 物 上 的 
BA .以 及 物理 性 质 。 现 代 台 成 工作 将 在 随后 部 分 单独 讨论 ， 

G) [1Fe-08]. 图 5. 8 SH T GE Ë] = C. pasteurianum ZL YE SE H (Rb) 83 ñ f& EE #J y r 
AUR. <-I S H - Ta 个 半 腻 氨 酸 硫 原 子 配 位 的 四 面体 单 铁 原子 ，Fe 一 S 平均 键 
K 39 2.2900 A C MME. 3.b 节 中 的 讨论 ;。 BARA LH ERARA ARUP E. 

—Cys(6)—X—X—Cys(9)—Gly 和 Cys(39) 一 X 一 X 一 Cys(42) 一 Gly ,这 里 一 Xx 一 代表 一 
个 插入 的 氨基 酸 , 尽 管 结 蜡 学 不 能 够 给 出 在 蛋白 质 中 {Fe(SR),}”” 所 带 有 的 总 体 电荷 ,但 EPR 
TU Ul f Aid C 5. 2) 清 楚 地 表明 铁 是 高 自 旋 十 3 价 铁 .Rt 氧化 态 的 红色 来 自 于 在 490 nm 处 
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图 5.8 WBC. Pasteurianum WJ$T EE E MSA (orf d 


的 一 个 S 一 Fe 电荷 转 称 带 。 在 pH 37 Bf, JU P SE Re PI BJ sg SUCXE IECUR (Sr EF — 50 ~ 
+50 mV 2 [B] , 

(ii) L2Fe-28]. RAT S. platensis BJ — F [2Fe-25 ëk E EA Fd) HY X HAR A 
(Fe,S;(S-Cys), °” BE P FETE E k Pa iF W T tc Bu RE AT Pu TEE fs Bio tu gk E T (El 5. 90 EE AE ë: 
一 起 ,这 个 双 桥 联 Fe;S, 单 体 中 ,Fe…Fe 间距 为 2,7 A ,在 一 个 四 面体 硫 环境 中 , 铁 的 氧化 状态 
很 容易 达到 十 2 和 十 3。 原则 上 ,在 {FesS,)*t+ 核 上 的 电荷 可 从 OCFe! Fe D2E 4E] --1CFe' Fe 3R. 
合 价 态 } ,再 到 十 2CFe Fen, 后 两 种 状态 存在 于 蛋白 质 中 ,并 且 依 据 它们 的 物理 性 质 ( 表 5. 2) 
很 容易 分 辨 .事实 上 ,这 些 [2Fe-2SJj 量 白 类 的 铁 - 硫 核 结构 ,在 依据 性 上 白质 结 草 学 证 实 之 前 是 从 
它们 的 物理 化 学 数据 推理 出 来 的 。 

向 为 铁 中 心 是 四 配 位 的 ,所 以 晶体 场 分 型 是 微 霸 的 ,并 且 金 属 无 论 是 在 氧化 态 还 是 在 还 原 
态 都 是 高 自 旋 的 。 但 是 , 桥 态 厌 子 的 存在 提供 了 一 个 抗 铁 磁 交 换 偶 人 台 途 径 ,以致 蛋 白质 的 氧化 
型 二 铁 (E) 的 基态 是 抗 磁 性 的 (Sr 一 0).[2Fe-2S] 铁 氧 还 蛋白 的 顺 磁 混合 价 形 式 Fe ' Fe" 在 首 
次 被 发 现时 ,是 非常 有 趣 的 。 铁 核 (" Fe 和 桥 硫 原 子 (2S, 以 及 在 锡 取 代 物 Fd 中 的 “Se) 的 超 精 
细 偶 合 使 得 整个 艇 产生 电子 离 域 效应 , 低 于 2,00 GE 5.2)g 值 的 存在 最 终 可 用 交换 -偶合 模型 
解释 ,因此 ,这 些 特征 z 值 将 是 鉴别 混合 价 抗 铁 磁 偶 台 Fe( Fe FP OM CE fS. Me 
饮 尔 谱 可 以 清楚 地 看 出 [2Fe-2SJ 和 蛋白 氧化 型 的 谱 是 由 一 个 四 极 二 重 态 高 自 旋 铁 ( I) 组 成 ,还 
原型 的 FeCE) 和 Fe(I) 有 两 个 清楚 的 四 极 二 重 态 , 处 于 捕获 价 形式 。 接 句 化 说 ,在 稳 斯 饼 尔 
谱 时 间 标 度 上 ,电子 交换 的 速率 是 很 惕 的 ( 见 表 4.1), 

(ii) L3Fe-4S]。 来 自 于 A. vinelandii WJ 7- 铁 铁 氧 还 蛋白 的 X 射线 晶体 结构 ,最 初 被 认为 
含有 一 个 L4Fe-4S] 和 一 个 [3Fe-3S] 艇 。 后 者 被 报道 含有 一 个 近似 于 平面 的 六 元 FeS 环 
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图 5.9 S. platensis HEE PI E] 2Fe-25 BHA 


《图 5. 100 ,JF ELxX FE 5 28 PIS LER RSA n rf BL ror TE pk- GAS PRES. 
正如 最 近 两 个 研究 小 组 ,包括 最 初 的 研究 者 指出 的 那样 ,最 初 报章 的 结构 总 的 说 来 是 错误 的 ， 
这 是 因为 错误 地 选择 了 在 对 映 体 P412.2 和 P4,2,2 之 间 的 一 个 空间 基 财 。 修 饰 后 的 结构 具有 
一 个 折 杰 链 ,非常 类 似 于 后 面 将 要 讨论 的 8Fe-8S 铁 氧 还 虱 魏 的 结构 ,而 这 个 特征 在 最 初 的 分 
析 中 被 完全 忽略 掉 。 另 一 个 重要 的 变化 是 三 铁 徐 ,如 [Fe;S,j 的 再 分 配 BRAG 5. 10 所 示 
的 几何 结构 ， 


Cys-S  O-Glu li 
Fe Fe 
s^ ss s j Ng 
5. 
Cys-Sw9 L pun I ~ 
^ 8 B" cys- 5 Ns.cys 
Cys-8 S-Cys 


(a) (b) 


Hj 5.10 A. vinelandii RAPS P [ 3Fe-45 SWB HE N Pu P MI (a) 
301$ 1E vL SEF AS b) 
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这 个 非 乎 面 结构 可 以 通过 从 [4Fe-4S] 核 的 立方 体 的 8 个 角 之 一 { 见 后 面部 分 ) 去 掉 一 个 Fe-S 
半 联 氨 酸 ) 单 位 推理 出 来 .其 正式 转化 过 程 刻 式 5. 2 Bras. A X A. vinelandii Fd, 来 自 于 
Desulfovibrio gigas 的 3Fe-4S Fd 以 及 与 头 酸 酶 钝 化 状态 的 EXAFS 数据 都 支持 了 同一 :个 
.3Fe-48 PRÉ ETE. 如 式 5.2 所 预测 的 那样 ,在 A. vinelandii Fd 中 ,3 (RRR REAR 
与 蛋白 质 链 固 定 在 一 起 。 


m, 


D S 
E 
w^ 
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ee 
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iv 
=, 
A 
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图 5.11 E A. vinelandii $A E C3 PH 3Fe-45 SR Š n Go fü 
在 (a} 的 基础 上 分 辨 率 为 2.7 A 的 电子 云 密度 图 (b} 
HEC. D. Stout. Journal of Biological Chemistry 263, 9256-~9260(1988) 
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8 
` 
Fe d s^ 
| — (5. 2) 
Fe—|—S Fe—|—S 
s< "4 s rg“ 
$ N s ` 
R SA R SA 


在 A. vinelandii 中 ,L3Fe-4S] 复 正确 鉴定 的 历史 过 程 在 教学 上 引起 了 人 们 的 兴趣 ， 
D. gigas Fd 以 及 乌 头 酸 酶 的 3Fe 形式 的 穆 斯 鲍 尔 谱 和 EXAFS 谱 赋 究 揭示 了 两 个 不 同 的 铁 
部 位 ,比率 为 ?2 : 1,Fe…Fe 间距 为 2.7 À 。 这 两 个 数据 都 与 最 初 报道 的 A. vinelandii Fd 结构 
不 同 , 最 初 报道 的 结构 有 3 个 等 价 铁 部 位 ,Fe…Fe 间距 为 4,1 和 -而且 向 小 牛 心急 头 酸 醇 中 加 
入 二 价 铁 而 不 加 入 无 机 硫化 物 可 以 提高 酶 的 活性 。 这 个 结果 以 及 仔细 测 其 蛋白 质 中 无 机 硫化 
物 的 含 基 所 得 出 的 化 学 计 契 为 L3Fe-4S] ,与 最 初 齿 信 结构 分 析 所 得 结果 [3Fe-3S] 不 同 。 因 此 ， 
要 么 自然 界 中 含有 两 种 不 同类 型 的 3Fe 复 , 要 么 其 中 的 一 种 结构 测定 是 错误 的 。 这 个 例子 给 
生物 无 机 化 学 学 生 上 的 一 课 是 ,蛋白 质 的 齿 体 结构 不 像 小 分 子玉 射线 结构 那样 准确 可 信 。 即 
使 在 空间 基 团 的 分 配 上 没有 看 发 生 错 误 ,从 蛋白 质 的 是 体 数 据 所 推理 的 电子 密度 图 至 少 带 有 部 
分 主观 性 ,图 5.11 说 明了 这 个 观点 ,展示 了 在 A. vinelandii Fd 中 [3Fe-4S] 复 附近 真实 电子 云 
密度 的 立体 观察 ,分辩 率 为 2.7 À .对 和 蛋白 质 晶体 结构 测定 不 熟悉 的 读者 不 能 够 识别 图 5. 10 中 
Re pH Lite SA 5. 11 中 电子 云 密度 的 关 么 。 而 且 , 工 不 是 重 扬 质 晶 体 学 家 总 能 解释 电 
子 密 度 图 。 对 光谱 和 机 理 有 兴趣 而 对 晶体 结构 测定 不 太 扣 悉 的 研究 者 同样 应 该 谨慎 。 

表 5,.2 列 出 了 [3Fe-4S- 蛋 白质 的 物理 数据 .从 该 表 可 以 看 出 这 个 得 共有 特定 的 光谱 特征 。 
BE D. gigas 是 惟一 不 含有 第 二 个 Fe,S, 单位 的 蛋白 质 外 ,E3Fe-4S] 复 光谱 参数 的 获得 是 一 个 
重要 的 进展 。 较 大 的 困难 是 如 何 获得 同时 包含 有 3Fe 和 4Fe 蛋白 如 A. vinelandii 和 
A. chroococcum Tk S X & A Fd 1 ) 的 氧化 还 原 电 位 数据 。 能够 确切 知道 关于 后 者 的 信息 ,对 于 
这 些 蛋 白质 作为 电子 传递 剂 的 了 解 是 十 分 重要 的 。 

(iv》E4Fe-4S]。 生 物 学 中 最 普遍 存在 的 铁 - 硫 徐 就 
属于 这 一 类 。 其 其 丈 结构 是 一 个 变形 的 立方 体 ,Fe 原子 
和 S 原子 交替 地 出 现在 立方 体 角 处 , 此 结果 是 4 个 铁 原 
子 和 4 个 硫 原 子 的 2 个 互相 穿插 的 同心 四 面体 ,Fe.…Fe 
和 S'S 间距 分 别 约 为 2.75 A 483.55 ACH 5.120, 这 
个 四 面体 被 4 个 半 胱 氨 酸 的 硫 原 子 在 4 THUS T AAE 
固定 在 蛋白 质 上 ,产生 一 个 变型 的 四 面体 配 位 几何 结 
(图 5.132, 这 些 [4Fe-4S] 艇 的 和 蛋白质 X 射线 结构 结果 


. 图 5.12 一 个 4Fe-45 $H 


是 适用 的 ,该 结果 也 通用 于 A. vinelandii 铁 氧 还 蛋白 这 个 立方 体 可 以 设想 为 两 个 

1 , 即 前 面 所 讨论 的 ?Fe/8S HAUL P. aerogenes KA 互相 穿插 的 Fe, 和 S, 四 面体 

还 蛋白 , 它 是 一 个 包含 有 2 个 不 同 {FesS,)*" 角 的 8Fe/8S 

TE ALE P. aerogenes Fd 中 ;结合 于 2 个 [4Fe-4S] 中 心 的 8 个 半 胱 氢 酸 残 基 的 顺序 的 位 置 与 它 
们 与 这 两 个 繁 配 位 的 关系 是 令 入 感 兴趣 的 。 正 如 从 图 3.6 可 以 看 到 的 以 及 在 第 3 章 已 讨论 的 


那样 ,其 排列 顺序 为 
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X—Cys(8) —X —X— Cys(112—X —X —Cys(142—X —X —X—Cys(18) 一 一 其 
—Cys(35) —X —X —Cys(38) —X —X —Cys(41) —X —X — X — — Cys(45) 一 
尽管 8 TEMARA IR a TM Re 4 个 半 脱 氨 酸 中 只 有 3 PAG SI [AFe-4S Bs fu 
上 .对 应 于 Cys 一 X 一 XX 一 Cys 1 AE Cys X —X —X —Cys, xx PULSA E FERT ke 3 EB 
胺 气 原 子 与 铁 - 硫 簇 上 的 硫 原 子 形成 NH…S 氨 键 来 解释 .最 后 ,近来 固氮 酶 MoFe BAM ga f 
结构 测定 表明 ,2 个 4Fe-4S 立方 体 可 以 通过 一 个 SS 键 直接 连 一 起 。 


5.13 ”通过 4 个 半 胱 氢 酸 殊 基 残 基 结合 到 蛋白 质 上 的 一 个 [4Fe-45j 繁 


(v) 铁 - 硫 蛋 白 的 合成 模型 。 铁 - 硫 蛋 百 内 的 漂亮 核心 结构 问 对 制备 复制 模型 感 兴趣 的 生 
物 元 机 化 学 家 担 出 了 “个 非常 难以 克服 的 挑战 ,因为 尽管 4Fe-4S 立方 体 在 金属 有 机 化 学 界 早 
已 被 人 所 和 ), 但 是 由 于 氧化 还 原 ( 式 5. 3) 或 聚合 ( 式 5.4) 反 应 易于 发 生 ， 
2Fo*! 十 2RS ——- 2Fe’t + RSSR (5. 3) 
nFett 4-2nRS° —— [Fe (SR2; J], (5.4) 
x SERE (PRIX ORARET. t| t RE EA PER E BOUE IS EX BIO 9 37 Ue TF BEN. TERK 
的 突破 是 发 现 FeCl, NaHS 5 3 当量 的 Na (SCH;sPh) 在 甲醇 中 反应 ,生成 [FesS, 
(SCH;Ph),] SE (st 5.5): 
4FeCl;--12RS ^ -—* 4Fe(SR3); + 12C1 


OMe _ ; 
"d FeSi (SRI + RSSR--6RS- + 4MeOH (5.5) 


dg X ^ Bt rp, — 35 38 35 NE BE Pk XR I n + 2 价 氧化 态 而 消耗 掉 。 铁 的 十 2 价 氧化 态 是 
(4Fe-48) E fir Ep s B9 , BUT 1E 3E LAE BUE E ELE RE AE F , G RE STE 2g EE SOR 
代替 硫化 合 物 ( 式 5. 6); 

4FeCls 十 14RS- —48 一 > [Fe ,S,(SR), 1 +5RSSR+12C17 (5.6) 
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FeCl, 
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图 5.14 蛋白 质 中 铁 - 硫 繁 机 型 的 合成 途径 


在 制备 了 第 一 个 四 核 复合 物 之 后 ,人 们 很 快 发 现 了 [2Fe-2S] 复 的 合成 路 线 , 以 及 单 核 红 氧 还 蛋 
白 模型 的 制备 和 定性 。 图 5. 14 形象 化 地 总 结 了 这 些 配合 牺 与 某 些 已 鉴定 了 的 中 间 体 的 组 装 
过 程 。 
(vi) 复合 物化 学 和 核心 挤 出 (core extrusion) 。 从 铁 - 硫 模 型 配合 物 的 化 学 反应 的 研究 中 ， 
人 们 发 现 了 进一步 探索 蛋白 质 中 类 必 篮 合 物 特性 的 研究 方法 。 一 个 被 证 明 具 有 实际 意义 的 反 
应 是 配 体 取 代 反 应 ,如 式 5. 7 3ü 5. 8 PARA ALK 
[Fe,S.(SR),]*- +aR'SH == [Fe,S,(SR),—,(SR'), J +nRSH (5.7) 
[Fe;S,(SR), +4R'SH == [Fe;S; (SR 2,717 +4RSH (5.8) 
例如 7, 在 提高 这 些 反 应 速率 方面 , SES PhSH 较 脂 肪 琉 醇 更 为 有 效 ,这 是 因为 后 者 的 酸性 
较 弱 .从 这 类 蛋白 质 中 所 包含 的 平行 反应 的 化 学 知识 可 知 , 重 白质 中 LnFe-aS]j,” 一 2 x 4 RR 
物 能 够 整体 地 从 多 上 肽 链 上 分 离 出 来 。 这 些 反应 被 定义 为 核心 挤 出 反应 。 对 于 鉴别 前 面 没有 定 
性 的 核 蛋 白质 中 铁 - 硫 艇 的 类 型 ,核心 述 出 反应 具有 重要 的 价值 。 这 些 反 应 通常 发 生 在 伸展 
Cunfolding) 溶 剂 , 如 DMSO-HsO(80% v/v) 中 。 该 溶剂 使 蛋白 质变 性 ,足以 使 取代 反应 发 生 
( 式 5.9): 
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全 蛋白 REA - 
(holoprotein) + RSH Fe (SRT + MAERA (5. 9) 


过 其 mn 一 2 或 4 

核心 挤 出 及 应 已 被 成 功 地 应 用 十 鉴定 C. pasteurianum 氢化 酶 和 国手 酶 铁 蛋 白 中 的 [4Fe-4S] 
UR A. vinelandii Fl) SS SLB Fd I 中 的 [2Fe-2S] 艇 。 尽 管 在 菜 些 硫 醇 存 在 下 ， 
2Fe 和 4Fe 复 能 够 相互 转化 ,充分 细心 控制 实验 操作 通常 可 以 避免 这 些 洪 在 的 误导 反应 。 然 
而 ,一 个 著名 的 例外 是 [2Fe-2S 能 从 [3Fe-4F3 和 蛋白 中 的 挤 压 。 如 式 5.8 所 示 , 当 使 用 气 代 硫 醇 
CHSRe) ,如 对 -三 氛 昌 基 硫 酚 时 ,可 以 通过 其 特征 吸收 光谱 ( 表 5. DEE BF NMR 谱 ,将 这 个 
被 核心 挤 出 的 徐 鉴 定 出 来 。 后 法 使 用 效果 很 好 ,因为 [FesS; (SRs)4] 和 [Fe,S,(SRr)s]* RE 
有 不 同 的 顺 磁 接触 位 移 ， 


5.3.b SIRE GESAGT tm 

a AMRA (Fe O1** DLE B XE B PD BJ SR ÉL ELI 3: Bl Je e To JO EL E, S PE — + 3 3k 
Fe. (EEDRUETRSUS FeO HEH BR r, RMA (sk 5 98 PT HE EE Bu k EE 
两 个 铁 原子 连接 起 来 。 这 种 类 型 的 化 合 物 在 FeCE ) 的 水 解 化 学 中 已 被 人 们 所 熟知 ,并 且 在 
Fel I) 化合物 被 氧化 时 可 以 形成 。 典 型 的 反应 如 方程 5. 10 和 5.11 Bp: 

2Fe** --6OH- — FeO * 3H;0 (5. 10) 

12Fe** 4-3044- 12H;0 — 6Fe;0,4-24H | (5.11) 

TE Sz Hb E EA c M AST 2 Cr) ae E XR SR OREO (P -RALO ) 部 分 是 由 1 个 或 2 

A BS OU Be PR E HBR AAD. Pe EE KA A LE. JE H ff Fe— 0 — Fe SE fg 25 Hh Bl 120— 

130°, TEXX HE TE F1 CHR HL] p CAT L3 RE) HK DEAN PEA >| ,一 个 多 世纪 

前 己 被 发 现 其 存在 于 碱 式 碳 酸 铁 中 。 这 些 配合 物 具 有 通 式 [FesO(O:CR)sL]+ ,其 中 ,1 += 

桥 氧 原子 与 等 边 三 角形 角 上 的 3 TRA THE. 个 羚 基 配 体 将 三 角形 每 个 边 上 的 铁 原 

子 对 连接 在 一 起 ,形成 存在 子 蝗 颗 血 红 蛋 白 中 的 {FezDO CO;CRO 1 5g, Hr, RR URMAK 
酸 盐 的 核心 结构 描绘 于 图 5.15. 

在 生物 体 中 多 铁 氧 人 台 徐 存在 的 另 一 个 更 为 显著 的 例子 为 铁 贮存 蛋白 铁 和 蛋白. 哺乳 动物 铁 
蛋白 是 由 24 个 亚 基 的 蛋白 质 沉 体 组 成 的 ,这 些 亚 基 环绕 着 含有 不 同 数 量 磷酸 盐水 合 铁 氧化 物 
的 一 个 核 。 每 个 蛋白 质 亚 基 由 约 175 个 氨基 酸 组 成 。 每 个 脱 铁 蛋白 可 接纳 4500 个 铁 原 子 , 给 
出 大 约 每 个 氨基 酸 一 个 铁 原 子 的 比率 。 正 如 脱 铁 蛋 白 的 X 射线 晶体 结构 测定 所 揭示 的 那样 ， 
全 白质 的 整体 结构 是 高 度 对 称 的 (图 5. 16)， 在 这 个 结构 中 不 对 称 的 单元 是 一 个 多 肽 链 ; 结 名 
空间 基 团 的 对 称 性 产生 全 二 十 四 驮 组装, 该 组 装具 有 立方 432( 有 时 称 为 0) 点 群 对 称 ， 这 个 结 
构 大 体 上 是 球形 的 ,外 径 为 130 A ,内径 为 75 A eA AA MSSM ARE BSA 
四 折 释 轴线 .四 折 亚 通道 排列 有 朴 水 残 基 ,而 三 折 郊 通 遵 排列 有 亲 水 性 的 天 冬 氨 酸 盐 和 和 谷 握 酸 
盐 的 残 基 。 这 些 三 折 琶 通 道 表 现 出 是 金属 进入 的 最 可 靠 的 部 位 。 和 蛋白 质 壳 体内 侧 也 排列 有 亲 
水 残 基 。 

铁 蛋 日 的 铁 核心 结构 已 通过 多 种 光谱 技术 进行 研究 。 这 些 技 术 包 括 EXAFS、 穆 斯 鲍 尔 谱 
和 分 光 法 。 研 究 上 所 得 结果 符合 人 面体 配 位 Fe (1) 离子 结构 ,这 些 铁 ( 1) 离子 是 由 桥 式 氧化 物 
和 (或 ?) 桥 式 氢气 离子 相连 接 在 一 起 的 。EXAFS 光谱 测 得 Fe-O 间距 为 1.95 A ,Fe-Fe | 间距 为 
3.3 AEX IB PRAE RE TUE 7 个 铁 原 子 , 符合 这 些 计 量 参 数 的 结构 是 由 氧 原子 与 铁 原子 
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(b) 


An 


(e) 


图 5.15 自然 界 中 发 现 的 多 铁 碳 酸 盐 结构 
(a) 生 物 学 界 未 知 的 破 式 金属 碳酸 盐 ;(b) 量 虹 血 红 蛋 白 中 桥 式 碳酸 盐 二 铁 单 元 的 D:- 结 合 反应 
(ce) 核 苷 酸 还 原 酶 的 氧化 R2 蛋白 中 的 桥 式 -碳酸 盐 二 铁 单元 


部 分 处 于 从 面体 空隙 的 紧密 堆积 排列 组 成 的 。 空 的 八 面体 部 位 的 排列 可 能 是 无 规则 的 ,也 可 能 
是 按 层 排列 的 。 因 此 这 个 结构 可 以 被 描绘 为 由 相互 连接 的 FeOs 单元 组 成 的 二 维 平面 ,这 些 平 
面 自身 折 秋 充满 三 维 核 , 一 种 被 称 为 氢化 铁 (ferrihydrite) 的 矿物 质 具 有 类 似 的 假定 结构 .氧化 
# (ferrihydrite) FEI X. 射线 衍射 图 类 做 于 孤立 铁 蛋 白 分 子 引 起 的 电子 衍射 图 。 这 些 入 射 
图 不 能 提供 彻底 确定 结构 所 需要 的 足够 信息 ,还 需要 更 进一步 的 工作 来 确定 核心 几何 形状 以 
及 铁 进出 的 机 理 。 

铁 和 蛋白 核 的 形成 是 生物 矿 化 过 程 的 一 个 例子 。 生 物体 为 了 多 种 日 的 从 简单 化 合 物 合 成 矿 
物质 ,一 些 例子 包括 提高 骨骼 强度 的 磷酸 钙 矿 物质 ,以 及 磁性 细菌 定向 的 磁铁 矿 (FesO4) 粒 子 。 
铁 和 蛋白 核 组 装机 理 的 有 关 信 息 已 通过 直接 研究 和 考察 模型 体系 而 获得 。 这 个 途径 可 能 包括 
Fe( 1) 进入 到 亲 水 通道 或 内 部 边缘 ,随后 被 空气 氧化 为 Fet 了) 而 产生 几 个 初始 配合 物 。 这 些 
配合 物 伴随 Fel I 的 水 解 聚合 作用 以 及 上 氧化 成 FeCa ) 产 生 核 心 而 增多 。 式 5.10 815.11 Bras 
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(d) V JE CF HJE) 


Hls.16 铁 贮存 蛋白 铁 蛋 白 的 结构 特征 
GERREA P 24 个 亚 基 的 整体 组 织 ,(b) 四 折 释 对 称 的 疏水 道道 ; 
(fc) 三 折 登 对 称 的 亲 水 通道 ; (dy 38 4 MAME 


的 无 机 反应 似乎 参与 此 过 程 。 

在 适当 和 配 体 存在 下 于 含水 或 非 水 溶剂 中 ,对 Fe ( 1 ) 配 合 物 水 解 产物 的 控制 进行 了 研究 。 
含有 二 核 、 三 核 . 四 核 以 及 甚至 十 核 .十 一 核 .十 二 核 . 十 七 核 和 十 八 核 Fe( W } 核 心 结 构 的 许多 
配合 物 已 经 被 合成 出 来 ,并 且 也 已 得 到 了 表征 。 

图 5. 17 所 示 的 结构 为 一 个 最 近 被 表征 的 配合 物 ， 

[Fe, "Fes" (O), (OCH;) 4 (O,CCH,),(CH.OH), 67] 
这 个 化 合 物 是 通过 向 含有 卫 酸 亚 铁 各 甲 气 基 锂 的 甲醇 溶液 中 慢 悍 通 入 氧气 而 制备 的 。 它 具有 
一 个 变型 的 氢化 钠 结构 ,并 且 类 似 于 假设 铁 和 蛋 扫 中铁 和 氧 原 了 的 二 维 点 阵 结 构 。 训 无 疑问 ,这 
类 配合 物 的 进一步 表征 将 对 兽 明 铁 和 蛋白 核心 结构 的 细节 以 及 其 组 装 和 分 解 途径 提供 线索 。 
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图 5.17 PARAZA RDE kipi pay — T h BW REI RIS hu E S tra S k 3, S ACA th 


Shera F Fe,:O; (OCH, Jis (O,CCH; Je (CHOH? Lr 


5.4 特定 结构 单元 


除了 前 面 所 讨论 的 简单 水 合金 属 离子 和 多 金属 马 合 物 外 ,在 生物 学 上 还 有 一 些 受 到 人 们 
注意 的 另外 一 些 专门 金属 结合 分 子 。 这 些 专 门 单元 不 同 -于 如 上 肠 杆菌 素 那 样 只 有 单一 功能 的 离 
子 载体 。 如 同 铁 - 硫 能 那样 ,它们 能 被 插入 几 个 不 同 的 金属 蛋白 并 且 它 们 的 特性 能 够 为 适应 某 
种 代谢 需要 而 变化 。 我 们 在 第 三 章 讨论 特殊 配 体 时 曾 提 到 它们 ,在 这 儿 重 提 , 是 因为 它们 在 起 
犁 质 和 核酸 的 主要 生物 元 机 组 分 的 组 装 中 起 着 重要 作用 


5.4.2 OEK 

UB Cperphyrin EARRA REEM, ENEGA eE fe a ET Rs TR 
原子 共 平 面 的 四 方形 的 排列 。 趾 啉 的 基本 结构 如 图 1. 3 所 示 。 中 啉 环 周边 上 的 各 种 取代 基 减 
弱 了 它 的 电子 特征 ,促进 了 这 类 重要 金属 结合 配 体 的 效用 。 金 属 中 啉 可 以 通过 吡咯 环 上 取代 基 
与 重 归 质 共 折 直 接 结 合 在 一 起 ,也 可 以 通过 配 体 结合 到 大 环 上 下 的 两 个 可 能 的 配 位 位 置 , 这 两 
MRR ETS AMEH BAH, 


在 自 f 


中 啉 以 及 金属 吓 啉 中 ,中 隔 环 中 心 的 紧密 结构 使 得 发 生 金 属 取 代 和 脱 金属 反应 十 


分 困难 。 铁 是 被 一 种 称 为 亚 铁 鳌 台 酶 的 酶 播 入 到 叶 啉 中 形成 血红 吉 的 ,这 个 过 程 需要 Fe” ,将 
在 第 8 章 进 … 步 讨论 .这 种 酶 可 能 使 叶 啉 结构 变形 ,以 便 使 吡咯 氮 原 子 上 的 一 个 孤 电 子 对 偏离 
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环 平 面 与 铁 结 合 。 金 属 离子 被 N-S suk gk r BI SE s pe dE oe EAS 10 倍 , 这 个 实事 支 
SEMI. 烷 基 化 能 够 以 促进 金属 结合 的 方式 使 叶 啉 环 变 形 。 该 观察 结果 在 很 大 范围 内 
被 应 用 于 N- 烷 基 化 叶 啉 抗体 的 设计 ,这 种 设计 能 够 将 金属 离子 催化 插入 到 叶 啉 内 ( 见 8. 1.b 


节 》。 


5. 4 为 ” 咕 啉 和 氨 化 路 啉 

另 一 类 专门 单元 是 咕 罪 (ecorrin) ,其 结构 可 以 在 图 1. 3 TES. (Up HIS TE, ra XS t Ae 
由 4 个 吡咯 环 以 大 环 的 形式 组 成 的 ,4 个 氮 原 子 以 近似 于 平面 四 方形 的 方式 与 一 个 金属 配 位 。 
然而 ,最 大 的 不 同 晨 缺少 一 个 连接 A 和 了 吡咯 环 的 次 甲 基 碘 原 子 。 这 个 特点 使 得 金属 中 心 的 
几何 构 形 发 生 改 变 , 并 且 对 所 得 配合 物 的 有 趣 特征 的 产生 有 重要 的 影响 。 在 生物 无 机 化 学 中 ， 
维生素 B-12 分 子 是 钻 形 成 的 令 人 感 兴趣 的 重要 配合 物 。Vs-12 的 酶 产生 了 影响 1,2- 异 构 化 和 
促进 自由 基 氧 化 还 原 反应 的 重要 功能 单元 。 人 们 对 于 Vel 分 子 与 酶 结合 后 激活 酶 活力 的 方 
式 还 没有 充分 理解 。 在 自然 界 中 有 时 发 现 吐 啉 以 镍 配合 物 的 形式 存在 .。 沪 配合 物 可 被 嗜 热 生 
物体 产生 甲烷 的 氢化 酶 所 利用 。 

55 —3& 5j n ngo SE A Be PR ED DR Jt EE OP SH Chydroporphyrin) , £2 fE BE fi £L 38 , — Sb 
B n HY BAUR n: TE, Eli, TRE EA 10 4 SR a ET RES BY St Ho n, 这 个 
四 吡咯 化 人 台 物 在 自然 界 中 以 Fas BITE X , F. a T EE EH RE ^ n, HER EL] S-F E 
-M 还 原 酶 的 一 个 含 镍 辅 基 。 


5.4.c 金属 核 苷 酸 配合 物 

细胞 中 最 重要 并 有 旦 普遍 存在 的 分 子 之 一 是 腺 蔡 三 醚 酸 或 ATP。 特别 是 ,这 个 多 阴离子 的 
Mg?+ 配 合 物 经 常 被 用 作 碰 酰 基 和 核 车 酸 基 转移 酶 的 底 物 。ATP 的 Mgt Ca’? .Na d: K* Kc 
合 物 是 ATP 酶 的 重要 底 物 。 这 些 酶 催化 ATP 的 水 解 并 且 利 用 从 这 个 反应 中 所 得 到 的 能 基 进 
行 能 其 传递 ,正如 在 第 7 章 将 要 讨 队 的 那样 ,这 类 化 学 对 于 细胞 内 的 信息 传递 和 几 在 具有 重要 

ATP 以 及 它 的 几 个 更 为 重要 的 金属 配合 物 的 结构 示 于 图 5.18 P, 金属 离子 能 够 与 a-、 
让 .和 六 磷酸 脂 的 气 诛 子 以 及 有 机 厌 的 握 杂 原子 结 人 台 ,对 于 Mg 离子, 配 位 作用 只 发 牛 在 氧 原 
子 上 ,水 分 子 占据 在 金属 所 形成 的 八 面 栖 的 其 他 位 置 之 上 。 


5.4.d 钼 结合 辅 因子 

EMH CREM BREEDS PRE HAD RIPE. CARRE. 
正如 将 要 讲 到 的 ,是 它 能 够 进行 两 电子 传递 反应 的 能 为 ,特别 是 Mot MF MoCNO RUE S 
间 。 此 外 , 它 能 够 按 式 5.12 所 示 的 那样 ,将 一 个 氧 合 原 子 转移 到 底 物 上 : 

Mo" (O),4-8 —— 8 —O--Mo" cO) (5.122 

至 少 有 两 个 特殊 辅 因 字 含有 钥 。 其 中 之 一 是 所 谓 的 Fe-Mo 辅 因子 ,或 FeMoco, 该 辅 因子 
存在 于 固 氨 酶 中 。 最 近 固 氮 酶 的 钥 铁 蛋白 质 的 结构 通过 晶体 结构 测定 (图 5. 19 ,分 辨 率 为 `: 
2.2 及 ,并且 FeMoco 的 一 个 模型 已 被 提出 。 该 辅 因 子 由 两 个 立方 碎片 组 成 ,~ 个 会 有 4 个 铁 
了 原子 , 另 一 个 含有 3 个 铁 原 子 和 1 个 名 原子 。 这 个 钼 原子 是 八 面体 配 位 ,而 在 两 个 立方 体 秤 片 
界面 的 铁 原子 呈现 出 散 开 配 位 部 位 ,由 此 特征 推测 ,分 子 氮 与 在 徐 中 心 的 两 个 或 更 多 的 铁 原子 
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a, P, Y-Mg-ATP 
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金属 配合 物 的 结构 示意 图 


(a) ATP 的 北 学 结构 (D BRI Y-SEREIB Mg SS 6 RT ATP; 


(c) ae 和 六 磁 酸 脂 与 


Mg ”结合 的 ATP 


结合 从 而 被 活化 ,但 可 能 不 与 铀 直接 配 位 。 这 个 假设 是 合理 的 ,四 为 人 们 已 经 发 现 不 含 组 的 固 


氨 酶 .而 是 含有 其 他 金属 ,特别 是 钒 和 铁 。 为 了 记 


FE 实 这 个 观点 ,还 需 蓝 做 许多 工作 。 
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图 5.19 国务 醇 钼 铁 蛋 白质 的 铁 钼 辅助 因子 的 X 射线 晶体 结构 


另外 一 个 钼 辅助 因子 存在 于 还 原 酶 .氧化 酶 以 及 脱 氢 酶 中 . 共 在 氧 人 台 转 递 化 学 中 的 功能 见 
5.12, 如 图 5. 20 Eros , 钼 结合 部 分 是 一 个 取代 叶 叭 ,该 咯 玲 通过 两 个 硫 原 子 与 金属 配 位 。 这 
个 收 饰 嘻哈 是 在 硫 逐 中 被 发 现 后 得 到 鉴定 的 , 硫 昭 是 钼 畏 
助 因子 的 一 个 主要 尿 代 谢 产物 。 除 固氮 酶 外 ,尽管 所 有 需要 
钼 辅助 因子 的 已 知 酶 都 含有 一 个 只 叭 生生 物 , 其 他 金属 配 
位 原子 与 此 显著 不 同 。 这 个 酶 的 特征 类 似 子 前 面 描述 过 的 
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研究 .有 机 部 分 能 够 进行 氧化 还 原 反 应 ,而 这 些 反 应 可 能 是 
酶 中 电子 转移 途经 的 整体 组 分 ,或 者 , 哄 叭 仅仅 能 够 用 于 内 
存 钼 和 将 铀 从 一 种 蛋白 质 转移 到 另 一 种 蛋白 质 。 钼 的 水 溶 图 5.20 在 促进 氧 合 转移 反应 的 蛋白 
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要 研究 的 是 氧 人 台 阴 离子 ,如 钼 酸根 MoO, Wi RR BPRS HEA 
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THERE, M MorO> .在 PH=7 时 ,整合 阳离子 是 不 可 能 存在 的 钼 的 水 溶液 化 学 的 这 些 内 容 
可 能 需要 发 展 特殊 配 体 用 于 处 理 该 金属 以 及 将 该 金属 结合 在 酶 的 活性 部 位 ， 


习 ER 


L 假设 在 高 pH TEC T [Fe Cen 1 85 Brie RE 107 mol/L ,计算 在 1 mol/L [Feten 了] 溶液 中 Fet 
PRA. ELL 这 样 的 溶液 中 有 多 少 个 游离 铁 离 子 存在 ? 计算 在 中 性 pH 情况 下 ,高 解 常数 为 yo 
mol/T. 时 ,在 1 mol/L 的 [Fe Cent) T 38 E rir E Fe^' ARE. 

1. 能 否 期 望 肠 杆菌 案 的 对 映 体 为 铁 的 良好 整合 体 ? 在 中 性 pH 情况 下 ,你 预计 它 的 离 解 常数 是 多 少 ? 你 
认为 这 个 对 上 映 体 对 于 产生 肠 杆 获 索 的 细菌 概 取 铁 是 否 有 用 ? 请 解释 。 

3. 在 铁 氧 还 蛋白 中 ,[2Fe-2S] 复 的 模型 配合 物 已 经 被 制备 ,最 特征 的 模型 是 全 氧化 形式 [Fe:S:(SR), 了 -， 
其 中 两 个 铁 原 子 都 是 十 3 价 氧 化 态 。 这 些 配 合 物 的 单 电 于 还 原 产 物 具 有 [Fe:S:(SR), 下 形式 ,由 于 两 
个 这 样 的 配合 物 发 生 反 应 生成 一 个 [Fe,S,(SR)J* 配合 物 ,因此 [FesS,(SR),J 形式 是 不 稳定 的 。 写 出 
这 个 反应 的 平衡 方程 式 。 为 什么 一 个 类 似 的 反应 在 氧化 形式 下 不 能 发 生 ? 你 能 否 设计 一 个 合成 路 线 ， 
以 减少 这 种 二 聚 反 应 的 发 生 ? 

4. 磁 有 规 细菌 每 代 产 生 近 10 个 新 的 磁铁 矿 粒子 。 每 个 矿 粒 子 是 一 个 具有 560 A (50 nm) 边 长 的 近似 立 
方 体 。 磁 铁 矿 (Fe,O0) 的 密度 为 5. 18 g/cm*。 计 算 每 个 细菌 必须 摄取 多 少 铁 才 能 完成 这 一 功能 . 

5. 利用 表 5. 2 中 的 数据 绘 出 铁 随 平均 氧化 态 变 化 的 曲线 图 ,你 将 会 观察 到 一 个 线性 关系 。 仿 设 固氮 酶 中 
的 铁 - 钼 辅助 固 于 其 有 的 金属 离子 的 化 学 计量 为 MoFes, FARRAH BMRA RARER 
Cisomer shift) Æ 0. 37 mm/s. 估计 铁 原子 在 这 个 辅助 因子 中 的 平均 氧化 态 。 注意 ,该 分 析 假 设 铁 具 有 
四 面体 硫 配 位 环境 。 
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第 6 章 细胞 内 金属 离子 浓度 的 控制 与 利用 


金属 离子 的 有 益 作 用 和 毒 生 效应 
在 严格 调节 之 下 的 有 益 金 属 BR 
FERRER: R 

金属 离子 浓度 梯度 的 产生 和 应 用 
金属 药物 分 布 的 组 织 选 择 性 
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细胞 内 金属 高 子 的 深度 必须 保持 在 一 定 的 范围 之 内 。 人 金属 离子 常常 由 于 结合 到 不 适当 的 
位 置 而 产生 金属 离子 毒性 。 金 属 离子 喜 性 有 时 也 与 随后 发 生 的 化 学 反应 有 关 。 金属 离子 的 体 
内 平衡 和 解毒 作用 是 经 过 多 种 机 理 完 成 的 ,包括 细胞 外 的 金属 运送 , 售 有 金属 四 白质 的 结构 变 
化 等 。 这 些 变 华 控制 金属 离子 罕 过 细胞 膜 、 离 于 通道 和 离子 泰 的 被 动 输送 ,以 及 金属 的 调节 转 
录 和 翻译 作 四 。 细 胞 利用 pH 和 和 氧化 还 原 态 方面 的 变化 彩 响 金属 离 于 与 受 体 分 子 的 结合 和 条 
放 过 程 。 离 子 浓度 梯度 被 用 于 贮存 和 传递 能 量 及 信息 。 


6. 1 金属 离子 的 有 益 作 用 和 毒性 效应 


对 许多 生物 化 学 过 程 来 说 ,金属 离子 浓度 必须 保持 在 适当 范围 之 内 。 如 果 某 个 特定 必需 金 
属 离子 的 衫 度 太 低 ,需要 利用 该 离子 的 过 程 将 受到 不 利 的 影响 ,并 且 生 物体 将 产生 金属 离子 缺 
乏 症 。 当 特定 金属 离子 的 浓度 高 于 一 个 较 低 界限 , 才 有 足够 的 这 种 离子 去 完成 它 的 生物 作用 。 
然而 ,浓度 不 能 够 无 限 地 增加 而 不 产生 相反 的 结果 。 当 高 于 一 个 较 高 界限 时 ,金属 离子 将 会 产 
生 毒 福 效 应 。 例 如 , 当 一 个 金属 离子 结合 到 一 个 不 恰当 的 部 位 时 , 它 可 能 与 其 他 有 益 的 金属 离 
子 竞 争 这 个 部 位 ;或 者 当 它 在 其 结合 部 位 不 能 受到 适当 控制 时 ,该 离子 将 表现 出 不 良 的 反应 活 
性 。 这 个 讨论 说 明 特 定 的 金属 离子 具有 某 些 生物 功能 。 某 些 金属 离子 没有 已 知 的 或 假定 的 生 
物 功 能 ,但 是 当 存在 于 细胞 中 时 ,它们 可 能 是 毒性 较 大 的 .对 这 些 现象 的 图 解说 明 , 如 图 6. 1 BF 
m. 


meee tT 


细胞 成 长 , 生物 
体 的 健康 等 


RATRE 一 
6.1 金属 离子 的 毒性 和 有 益 作 用 与 其 浓度 之 辣 的 关系 图 
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体内 平衡 是 指 有 益 金 属 离子 的 浓度 保持 在 一 个 恰当 的 范围 之 内 。 解 毒 是 指 排除 无 益 金 属 
离子 的 有 害 浓度 。 体 内 平衡 和 解毒 需要 在 金属 离子 的 摄取 ,利用 , 必 l 丰 和 排出 过 程 之 间 有 一 个 
平衡 。 如 上 所 述 , 在 生物 体内 未 被 利用 的 金属 高 子 可 能 具有 相当 大 的 毒性 ,这 多 是 内 为 它们 非 
专 一 性 地 而 又 具有 很 强 亲 和 力 地 与 某 些 部 位 结合 ,这些 因 为 动力 学 情 性 而 产生 的 牢固 结合 ,不 
易 被 排除 或 分 泌 , 使 得 这 些 金属 阻碍 了 某 些 正常 过 程 .产生 金属 离子 毒性 的 另外 一 些 可 能 原因 
包括 在 生物 流体 内 生成 不 溶性 的 盐 , 参 与 降解 生物 诊 合 物 的 水 解 友 应 ,或 者 产生 破坏 性 副 产 
物 , 如 羟基 自由 基 的 氧化 还 原 反应 ， 

这 些 效应 可 以 用 两 个 实例 给 以 说 明 。 第 一 个 例 了 是 铁 元 素 , 它 是 所 有 生物 体 iG AR 
一 种 必需 金属 离子 . 在 人 体内 , 它 对 于 分 子 所 的 运送 和 代谢 十 分 重要 (41, 1 节 ) ,并 且 参 与 … 系 
列 电子 传递 途径 (9. 1 节 ) 和 其 他 作用 。 铁 的 供应 或 吸收 不 足 ,满足 不 广 血红 蛋白 合成 的 需要 ， 
将 引起 缺 铁 性 贫血 。 另 一 方面 , 铁 也 是 常 多 的 一 般 毒性 物质 。 由 于 偶然 性 的 吸收 和 疾病 ,如 地 
中 海 贫 秋 症 的 治疗 .不 恰当 血红 蛋白 的 形成 ,以 及 过 基 的 输血 等 会 造成 铁 的 吸收 超载 ,过 剩 的 
铁 将 积聚 起 来 有 不 易 被 排除 体外 ,一旦 铁 的 贮存 机 制 法 到 饱和 (6,2,9 10 ,过剩 的 金属 离子 将 
被 排 人 到 体系 之 内 ,在 那里 它们 将 催化 各 种 各 样 的 合 气 自由 基 的 形成 ,并 广泛 地 损伤 组 织 。 为 
了 避免 这 些 副 作用 的 产生 ,如 脱 铁 膨 ( 图 3. 24) 等 药物 被 用 于 整合 铁 离 子 (图 6. 2) ,并 使 它们 易 
FHE 


图 6.2 KARNAS H 
— RETE C eK RITE GE ECT HEU EHE 2529 


4 — 4 3L PLA ea DER 251 ,如 顺 铂 。 匈 图 1.8。 铂 (1 ) 配 合 物 是 相当 难于 发 生 
EU ENERO AE- -MRAR KEE. 这 些 特 性 被 利用 到 顺 铂 的 化 学 疗法 上 .。 顺 铂 配 合 物 的 组 
慢 配 体 取 代 速 率 使 得 该 药物 在 高 浓度 氯 离子 (0. 1 mol/L PHILA REAR i 
应 活性 .正如 在 前 面 - - 章 讨 论 的 ,一旦 铂 原 子 扩散 进 细胞 , 握 离 子 的 取代 反应 确实 能 够 发 生 , 所 
产生 的 阳离子 性 水 合 物 最 终 与 DNA 结合 成 稳定 的 加 合 物 (7. 3 节 和 8. 3 节 )。 这 些 加 合 物 是 有 
害 的 ,但 是 对 肿瘤 的 有 害 程度 大 于 对 正常 组 织 的 有 害 程度 ,导致 在 生物 体 水 平 上 的 有 益 效 应 。 
对 比 之 下 ,类 似 的 钢 ( 工 ) 化 合 物 ,cis-[PdCNHs)2C1] 的 配 体 取代 速率 是 顺 勿 的 10^ AP, T R 
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Tang V rp up rH DNA 之 前 , 它 自身 先 产 生 损伤 成 失 活 . 


6.2 在 严格 调节 之 下 的 有 益 金属 , 铁 


我 们 在 此 主要 讨论 猴 的 传输 和 贮存 体系 ,特别 姨 哺 乳 动 物 的 铁 传 递 蛋白 质 转移 铁 蛋 后 以 
及 凡 存 念 白质 铁 蛋白 的 调节 体系 ,这 些 体系 将 说 明 必 须 解 决 的 化 学 和 后 物 学 问题 ,以 利 二 能够 
有 效 地 进行 金属 离子 的 体内 半 衡 控制 ,以 上 介绍 金属 离子 在 基因 表达 方面 的 正在 发 展 的 领域 ， 


6.2.a 溶解 .摄取 和 传输 

正如 在 第 5 章 所 讨论 的 , 铁 的 水 解 化 学 使 得 该 元 素 在 生物 体内 的 调节 具有 挑战 性 .最 为 重 
Sea ETE pH 时 ,Fe (IJ 是 十 分 难 溶解 的 。 央 此 ,即使 铁 在 环境 中 让 度 较 天 ,只 有 很 低 水 
平 的 水 合 铁 存在 十 溶液 中 ,并 有 旦 只 有 很 少 基 的 有 可 能 被 撒 取 ,前面 讨 论 了 RU EX REIS EE OE 
使 之 易于 传输 到 细菌 的 细胞 内 ， 在 此 ,我 们 将 讨论 在 哺乳 动物 体内 的 铁 传 输 。 
住 哺乳 动物 体内 ,从 食物 中 吸收 的 铁 必 须 被 传输 到 闵 个 体内 。 这 个 作用 是 转移 铁 蛋 白族 的 
蛋白 质 完成 的 . RAEAN REFE Fedo 离子 结合 ,具有 近 80 kDa 4- T AERE, 在 
游离 铁 完 全 不 溶 的 条 件 上, 这些 蛋 捕 允许 铁 溶解 和 传输 . BAO Fe DRAA] Kaw XE 
Mr j lo’ Crol/L) t ABW Se AKER AMA SRASHIAR Wa SAR TAS. 在 生理 
和 条件 下 ,阳离子 可 能 为 碳酸 琅 离 子 ; 即 与 碳酸 根 的 结 人 台 促 进 了 与 铁 的 结合 ,友之 亦 然 。 在 细胞 
P3 ,这 个 协同 作用 对 十 铁 的 释放 可 能 是 很 重要 的 。 

转移 蛋白 族 中 的 儿 种 蛋白 质 的 结构 已 经 道 计 义 射线 遇 体 结构 法 测定 . 正如 中 先 系 列 研究 
中 发 现 的 那样 ,这 些 蛋 二 是 由 2 个 相 亿 的 域 结构 组 成 的 ,每 个 域 结 人 台 一 个 铁 原 子 。 图 6. 3 说 明 


TAREA 


图 6.3 X Bit dh E FS AUR XE 9 — 1 3 fe REEL - PL ERE OL 09 0x48 S phi 
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每 个 城 依 次 由 2 AERAR. ERE I CES) 37-8 — F ## BH BIG E E 
KE dE RRR SL u D. Pg A A LEK ETH. AIRERA EA 
PA LATA ER PP. CELER E ATRE TIE RA M A8 Gr SEHE UAL 6.4 所 示 ， 


Vo Fe Beiden 


Ë 


ws la) HE EK PR Re bhd Li 


图 6.4 乳 铁 蛋白 的 脱 铁 (a) 和 铁 结 合 > BHR 
显 到 与 铁 7 瑟 酸根 配 位 有 关 的 一 个 繁 链 黎 动 


AB HG TE PRR ACL ee RS 2 AE SURT OR ORBE EB 1 个 所 原子 、 
EARS ABMRB ERIN 1 个 氧 原子 以 及 均 自 邻近 碳酸 根 上 的 两 个 所 原子 所 组 成 。 该 夏 酸 恨 
LUE AO BA RABY EL BAA RE ON 基 团 结合 成 和 揽 键 ,这 个 结构 如 图 6.5 Ero ik 
酸根 与 铁 原子 的 协同 结合 可 以 用 它们 的 儿 徊 关系 解释 。 这 个 舟 白 质 明 显 地 有 一 个 用 上 碳酸 根 
的 结 全域 。 该 域 是 出前 商 所 提 到 的 蛋白 质 侧 链 和 多 肽 链 骨 哥 提 供 的 氢 键 单元 组 成 的 。 - 且 碳 
酸根 结合 型 这 个 部 位 上 .将 完美 地 构成 金属 结合 位 置 . 因此 ,Fe(E) 能 够 在 有 利 二 这 个 相对 较 
宣 的 金属 离子 的 富 氧 环境 中 以 八 面体 形式 本 位 结合 。 

像 肠 杆菌 素 一 伴 , 为 了 被 鹃 收 进 细 胞 内 , 铁 传递 蛋白 也 是 忆 一 种 膜 表 面 受 体 结合 在 一 起 
HI. aE Pe SE PR EE BS Ae BE (endocytosis) 普 遇 现象 的 一 个 例子 . 铁 传 递 蛋白 受 体 是 
HAR RRA ,而 不 是 脱 铁 铁 传递 蛋白 。 在 上 述 铁 传递 重 月 中 , 当 结合 碳酸 根 和 铁 时 
Bie HAY Bek RE th A T BRR PE EOS SER BT BT B.-A RS 
铁 传 递 蛋白 结 台 在 E G ARS RRRA GH ERR t UE 7 
PRE 2s PAIR SR PLE AR AM, CAREER MAE EL. TRA AD x PRR RM 
涵 体 。 泡 涵 体 的 膜 含有 ATP 驱动 的 质子 泵 (6. 4.d BO. Dy PCT lit i pa RL pH 
降低 到 5 一 6。 在 这 样 低 的 pH 下 ,由 于 碳酸 根 和 酶 氨 酸 策 体 的 质子 化 , 铁 被 释放 出 来 ， 在 饮 竺 
[3 rp ,释放 岂 的 铁 可 以 被 利用 或 贮存 起 来 .包含 有 了 赔 铁 铁 传 递 重 中 受 体 的 此 了 胞 的 一 部 分 仍然 与 
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图 6.5 和 乳 铁 蛋 白 的 活性 部 位 结构 
显示 铁 与 邻近 碳酸 根 离子 配 位 结合 


原生 质 腊 溶 合 在 -起 。 妆 其 所 在 细胞 外 的 pH 接近 7. 4 时 , 脱 铁 铁 传递 蛋白 被 释放 出 来 。 这 个 
过 程 能 够 自动 地 重复 进行 。 该 过 程 妇 钠 丁 图 6.60 p. 101)。 在 生理 条 件 下 ,将 个 循环 过 程 大 
约 需 要 15 min 才 能 完成 ,请 注意 ,pH 的 差别 可 用 二 控制 铁 结 合 到 铁 传递 蛋白 ,也 可 用 于 控制 脱 
铁 铁 传递 蛋白 结合 到 铁 传递 蛋白 受 体 ， 


6.2.b ”摄取 和 储存 的 金属 调节 

生物 体 也 进化 出 汗 多 方法 用 于 积 谊 和 凡 存 金属 离子 供 以 后 使 用 。 最 典型 的 金属 离子 贮存 
体系 是 铁 恒 白 。 铁 蛋白 的 结构 和 它 的 多 铁 核 的 形成 与 组 分 已 在 前 面 的 第 5 章 介绍 过 。 铁 蛋白 
起 到 了 由 铁 传 递 重 魏 转 输 进 细胞 的 铁 的 咏 茂 所 作用 , 当 需 要 时 , 铁 蛋 白 可 以 释放 出 大 量 的 金属 
离子 。 细 胞 是 如 何 调 制 铁 谤 出 铁 传 递 蛋 白 的 ,自前 还 不 十 分 清楚 。 然 而 ,最 近 在 铁 控 制 蛋 白质 
基因 的 生成 机 理 研 究 方 面 ,取得 了 许多 进展 ,该 种 蛋白 质 在 铁 质 体 的 生产 以 及 转移 铁 和 蛋白 受 体 
和 和 铁 蛋 门 脱 辅 基 蛋白 的 合成 方面 是 必需 的 。 

在 转录 水 平 上 ,细菌 中 铁 质 体 的 生物 合成 基因 是 受 猴 调节 的 。 一 个 被 称 为 Fur( 铁 摄取 调 
节 句 ) 的 单个 蛋白 以 配 位 方式 调节 许多 基因 。 这 种 蛋白 质 是 一 种 亚 单 元 分 子 量 为 17 kDa 的 二 
BOB, 在 - 价 金属 离子 如 Fe 存在 下 ,该 汪 京 体能 够 结合 到 PDNA 的 特定 部 位 , 但 二 价 金属 不 
存在 时 ,该 过 程 则 不 能 发 生 , 因此 ,在 铁 浓 度 相 对 较 高 的 情况 下 ,Fur 蛋白 质 包 含有 被 束缚 的 金 
RET. 结合 到 特定 的 DNA 调节 序列 ,抑制 相关 基因 的 转录 . 在 较 低 金属 离子 浓度 下 ,Fur E 
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6.6 铁 与 脱 铁 转 称 蛋 白 在 细胞 外 的 结合 示意图 


包括 , 受 体 调节 细胞 吞食 作用 ,ATP- 了 驱动 铁 释 放 到 画 胞 体 和 金属 离子 装载 到 铁 蛋 白 上 


白质 不 与 金属 离子 结合 ,也 不 与 DNA 特定 结合 .基因 转录 能 够 进行 。 
在 哺乳 动物 中 铁 蛋 白 和 铁 传递 绰 和 白 受 体 的 表达 也 是 以 依赖 金属 的 方式 被 调节 的 ,但 是 ,化 
白质 的 表达 是 在 翻译 水 平 上 进行 调节 的 。 如 于 细胞 内 铁 的 含量 较 低 ,贮存 的 铁 蛋 白 mRNA 则 
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mA 


SH ER. OAT. SU HES JS FK TIS BT. REA mRNA BEES 3 H 12 HE 
高 。 反 之 ,在 富 铁 条 件 上 , 铁 传 递 蛋白 受 体 的 mRNA BAM AE EB) RAR PRE RG 
下 , 它 变 得 更 为 稳定 .这 两 种 现象 是 在 mRNA 分 子 中 被 类 似 的 序列 "结构 调节 的 。 这 种 序列 : 
结 悔 被 定义 为 铁 调控 元 件 或 IRE, 这 些 IREs 形成 如 图 8. 7 Pra BJ E PAESE (stem-loop) ,一 个 
IRE (£76 F 1438 BA mRNA AY 5' RAT PIL PS IREs 4E £838 5 C108 8 mRNA 的 相 
Rm 3 GE ER, 这 些 IRE 起 着 IRE ASG ROBUR Oc BIER. IRE 结合 党 白质 
具有 约 90 kDa Bñ yr Fk. 34 IRE 结合 蛋白 结合 到 铁 和 蛋白 的 mRNA Li, ERLE fei ER 
ELSE I Ci SEI Ste mRNA 上 时 ,将 抑制 RNA 的 降解 导致 翻译 进行 . 这 
HE AA FS IRE 的 RNA 的 素 和 性 是 受 铁 调节 的 。 当 从 用 铁 获 合剂 处 理 过 的 细胞 中 分 离 
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图 6.7 铁 调控 元 忻 结合 蛋白 (IRE-BP) 对 于 铁 蛋 白 (Ft) 和 
转移 铁 蛋 白 受 恒 !TfR)? 表 达 的 调节 示意 图 
RK ELT IRE BP SR A IPM IRE 有 较 低 的 半 和 性 ,这 种 特 竹 促进 了 
Ft mRNA 翻译 和 TfR mRNA 的 降 钥 ;在 低 铁水 平 情况 下 ;IRE-BP 对 了 RE 的 亲 和 性 增 
加 ,限制 了 Ft mRNA 的 翻译 ,并 且 稳 定 了 TIR mRNA 
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HERI IRE 结合 重 白 与 RNA £58 86 BAH 329310 U mol/L, f: , 当 用 铁 处 理 时 ,其 离 解 
常数 接近 于 5> 10 ° mol/L, 

这 种 蛋白 质 最 近 已 被 纯化 ,一 种 对 它 进 行 编码 的 cDNA 已 被 克隆 和 测序 ， 由 此 推测 出 的 
氨基 酸 序列 分 析 结 果 揭 示 , 该 IRE 结 全 蛋白 与 线 六 体 顺 刍 头 酸 量 是 同 源 的 ， 顺 乌 头 酸 酶 包含 
有 一 个 铁 - 硫 艇 (5.3.a 节 ,9.1.a 季 和 12.2.b 节 )。 在 适当 条 件 下 ,J 项 乌 头 酸 在 FeS, HAI FeS: 
复 之 间 进 行 着 相互 转化 . 进 --: 步 研究 表明 , IRE 结合 蛋白 本 身 共 有 顺 乌 头 酸 酶 活性 , HALE 
用 与 胞 蔽 顺 乌 头 酸 酶 等 同 , 尽 管 需要 进步 研究 这 些 观察 结果 的 作用 和 如 要 性 ,但 是 这 些 结果 
提示 人 们 建立 一 种 模型 ,有 助 于 理解 细胞 内 IRE 结合 蛋白 对 铁 浓 上 度 变化 的 适应 能 力 。 在 高 铁 
离子 浓度 情况 下 ,符合 物 在 蛋白 质 内 具有 FeS 形式 ,并 且 对 售 IRE 的 RNA 分 子 具有 较 低 的 
亲 和 和 性。 千 低 铁 离 子 深度 情况 下 ,这 个 簇 发 生 离 解 。 这 种 变化 提高 了 村 于 RNA 的 亲 和 人 性 . 起 
TORTE AY Fur 蛋白 质 和 起 翻译 作用 的 IRE 结 台 和 蛋白质 是 随 金 属 离子 浓度 变化 调节 基 辕 表 
达 的 蛋白 质 的 两 个 先例 。 


6.3 BMRB. 


以 上 我 们 概略 地 讨论 了 自然 界 调节 生 物 必 雳 元 素 一 一 铁 的 波 度 变化 情况 。 问 时 也 发 展 了 
许多 类 似 的 机 制 , 有 效 地 排出 毒性 元 素 。 日 前 理解 最 清楚 的 一 种 解 橙 过程 是 来 自 细菌 内 的 质粒 
编 码 求解 毒 系统 .这 个 系统 也 调节 了 秒 的 插 取 和 转移 方面 ,以 及 它 的 解毒 作用 。 此 解毒 作 月 其 
清理 细菌 外 部 环境 的 功效 ,该 系统 另 一 个 迷人 的 特征 是 ,解毒 讨 程 也 是 通过 金属 离子 浓度 的 
调节 来 控制 有 关 重 白质 编码 基因 的 表达 的 ， 


6.3.a PRB 
对 于 许多 生物 体 来 说 , 采 离 子 是 有 很 高 毒性 的 ,其 部 分 原因 是 它 对 硫 醇 类 化 合 物 共有 较 大 
的 灯 和 性 ,这 种 相 互 作用 以 太 伴 随 所 形成 加 合 物 的 稳定 性 ,使 得 许多 和 蛋白质 种 酶 结构 中 的 必需 
态 醇 类 失去 活性 。 青 者 ,正常 的 代 澳 过 程 可 能 产生 一 些 比 Hg( TT) 本 上 身 毒 性 更 大 的 有 机 求 化 合 
物 。 为 了 有 效 地 降低 这 类 化 合 物 的 毒性 ,细菌 条 统 利 用 了 丙种 瞩 , 有 机 和 蔷 裂 解 酶 和 求 离子 还 永 
酶 。 这 两 种 酶 能 够 分 别 催化 反应 6. 1 和 6.2; 
RHgX + H™ + X^—— RH + HeX; (6.1) 
Hg(SR); + NADPH + H'==*Hg(o) + NADP+ + 2RSH (6. 2) 
Weyl, S SR AY SR FL RA CMA XJ — T iB CE F8 E 
HEL R~- RAS ATS TE AM ALR F8] RS ILS IR 
它们 送 到 转移 蛋 晶 ,转移 一 白 再 将 它们 运送 到 细胞 质 ,在 此 ,解毒 作用 才能 真正 发 生 , 这 个 操纵 
子 偿 包括 一 个 转录 调节 蛋白 MerR BERR BE ASHER RAF RM ARKO ET 
他 基 内 的 转 下。 我 们 将 首先 讨论 解 喜 机 理 , 然 后 讨论 金属 调节 。 
大 多 数 金 属 - 碳 键 非常 容易 水 解 。 相 芭 地 ,和平 - 碳 键 普遍 相当 净 定 并 且 不 易于 断裂 。 甚 全 在 
1 一 100 mol (min + mol 骸 ) 的 中 等 催化 速率 情况 下 ,有 机 尔 型 解 酶 以 接近 100 万 倍 的 速率 加 
速 其 水 解 . 这 个 22 kDa 的 酶 是 与 底 物 而 不 是 与 辅助 败 子 或 金属 离子 作用 催化 该 反应 的 . 基于 
皮 物 结构 影响 产物 形成 的 方式 ,提出 了 水 解 反 应 的 一 种 机 理 。 实 难 结 果 提 示 , 芷 质子 取代 乘 的 
过 程 中 , 底 物 的 结构 和 立体 化 学 的 完整 性 得 到 了 充分 的 保持 .该 方式 排除 了 自由 基 和 其 他 中 间 
体 产生 的 可 能 性 .图 6,.8 给 出 了 -种 可 能 的 Se2 机 型 。 值 得 注 郑 药 是 ,这 个 酶 的 活性 部 分 与 
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Hg(SR) 


图 6.8 TERRAE EEA AE Hg-C 键 裂 解 的 假定 机 理 


该 系统 中 的 所 有 必须 蛋白 质 的 活性 部 分 一 样 ,主要 由 作为 冬 配 体 的 举 胱 氨 酸 筑 基 组 成 ， 

ARARO HE 个 烃 研 基 汞 加 售 物 ,HgtSR)s, 它 是 由 内 源 的 统 基 如 谷 胱 甘 肽 与 
BS HOE BER ACA TR eR EA. A KE RAE PR. AEE 
一 个 RAG ARTE SEG) CBE 60kDa FFAS A- TRE. MARAA T FE , 12 
BGA & & 4L TT 81 RE HAEA He OD eB fu 
RACES heb HRP RE. 在 热力 学 上 NADPH 还原 游离 Hg(CI) 是 十 分 有 利 的 。 
但 是 , 当 与 两 个 琉 基 配 体 姑 合 在 一 起 对 .未 离子 的 还 点 电位 急剧 降低 .内 此 ,还 虚 皮 应 的 驱动 力 
接近 上 0, 甚至 可 能 是 不 利 的 . 所 以 ,为 了 获得 足够 的 与 He LOM REM MRE H He 
A SEC ERST K HE EL E bii o 35 p ra e sai SEE S ED Dr PT o CS Rp E 
bh, 最近 ,一 个 有 离子 还 原 酶 的 人 Cd( 1 OG bp BJ ERR rh K BH ox Bš a] RECRU FERE I 45 38: 
基 配 体 与 底 物 结合 来 实现 以 上 这 个 日 标 。 一 皇 未 离子 被 结 台 上 , 它 就 被 还 原 为 Hg(0)。 这 个 讨 
程 包括 氢化 物 从 NADPH 转移 到 黄 素 .随后 态 He ( ID) 配 位 硫 醇 喜 处 受到 还 原 黄 素 的 进攻 : 接 
着 发 乍 冬 的 还 诛 以 及 黄 素 - 硫 瞧 盐 加 成 物 的 生成 :之 后 ,条 原子 被 释放 出 来 :伴随 机 ” 硫 链 的 酸 
型 ,下 一 个 Hg(I) 被 结合 ,从 而 完成 一 个 循环 周期 .值得 注意 的 是 ，' 电 未 原子 生成 ,它们 将 很 
快 通过 细胞 膜 扩散 到 环境 中 去 . 求 离 子 还 原 酶 通过 调整 其 活性 中 心 ,从 而 实现 底 物 结合 亲 和 性 
与 还 原 电 势 之 间 所 需 站 衡 的 能 力 , 它 是 第 12 章 将 朗 讨 论 的 基本 原理 的 -一 个 于 期 实例 。 


6.3.b 未 解毒 基因 的 金属 调节 
前 交 所 述 的 活性 乘 的 摄取 和 结合 只 有 在 对 的 含量 较 高 的 情况 下 小 是 需要 的 。 在 其 他 条 件 
下 ,这 些 蛋 白质 的 全 或 将 消耗 掉 能 其 和 前 体 化 合 物 。 此 外 , 恒 系 还 可 能 从 环境 中 吸收 HERE 
离子 .如果 只 有 在 危险 浓度 的 汞 化 合 物 存 在 下 ,体系 才能 够 被 表达 或 活化 , 则 不 必 担 心 . 这 个 
日 标 可 以 通过 MerR RASH. Merk RAE -种 在 转 未 上 控制 冬 解 豆 基 办 表达 的 细胞 内 系 
传感器 . 
MerR -HORI DNA HAE EEA DNA Bici a 。 孙 的 存在 与 否 , 仅 有 
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微细 的 差别 。 在 缺乏 结 台 有 未 的 情况 下 ,表现 mer EIS E. KB RRA , 它 将 活化 这 些 基 
West. XP RAR DNA 复合 物 的 结 枸 变 化 调节 的 ,和 汞 与 蛋白 质 的 结合 导致 了 
DNA 以 33* fü Rie. lite RXT MerR-DNA 复合 物产 生 影响 ,从 而 调节 RNA 多 聚 酶 激活 转录 
的 能 力 。 科 对 转录 影响 的 定 基 分 析 扬 示 出 一 个 值得 注意 的 结果 ;这 个 体系 呈现 出 极 高 的 灵敏 
度 。 即 使 单个 汞 离子 与 蛋白 质 DNA 复合 物 结合 , 汞 浓度 的 变化 对 转录 作用 也 会 产生 很 明显 的 
影响 。 这 种 现象 图 6.9 给 以 说 明 , 一 旦 细胞 内 的 汞 浓度 达到 一 定 的 界限 ,解毒 功能 基因 即 被 快 
还 转录 。 达 到 最 大 转录 速率 ~“ 半 时 所 需 浓度 接近 于 10 nmol7L.。 其 他 金属 离子 ,如 Cd I). 
Aul I) Za IOA Au C 在 ) 也 能 够 诱导 转录 的 活化 ,但 需要 将 法 度 提高 2 一 3 数量 级 。 


log [ng (1 T 
“mol/L 


6.9 一 个 MerR RM BHR AM RRR SRR HARSA TE 
该 依赖 关系 比 预 期 的 单个 Hg CLE Ir MerR 蛋白 的 变化 更 为 陡峭 [摘自 D. M. Ralston and T. V. 
O'Halloran. Proceedings of the National Academy of Sciences U.S. A. 87, 3846--3845(1990)? ] 


its OPUS MerR-HgCDOBDA TM). ERASERS MerR OE 
ikSEd EEG —T RAF. EBORHSCURSI. BPRS 3 PRA. Rae u[ ñb ë 
KAT - 信 亚 单元 ,而 另 两 个 琉 基 本 能 是 来 自 于 另外 一 个 亚 单 元 ,未 离子 在 亚 单元 表面 的 结合 
可 能 诱导 这 个 二 聚 体 的 构象 发 生变 化 并 传递 到 DNA。 对 这 个 有 趣 的 蛋白 质 以 及 它 与 DNA 形 
成 配合 物 结构 的 进一步 研究 ,将 更 为 详细 地 扬 示 其 作用 机 理 。 此 外 , 随 着 更 多 体系 如 沪 例 以 及 
前 面 讨论 这 的 Fur 蛋白 被 表征 ,人 们 将 获得 有 关 金 属 离子 控制 基因 表达 和 影响 金属 离子 体内 
平衡 的 - 些 普 遍 性 结论 ， 


64 金属 离子 浓度 梯度 的 产生 和 应 用 


穿越 膜 的 离子 梯度 被 用 十 必 存 能 量 和 信息 .特别 重要 的 离子 有 销 、 钾 、 钙 和 人 氢 离 子 , 并 且 它 
们 的 离子 梯度 在 生物 能 基 学 和 神经 系统 功能 方面 具有 根本 性 的 意义 。 对 于 和 离子 泵 有 关 的 体 
系 以 及 构成 通道 的 体系 , 蛋 鱼 质 的 两 种 类 型 呼 必须 的 。 泵 的 功能 在 于 使 离子 穿越 细胞 膜 发 生 转 
移 , 问 时 促进 伴随 的 ATP 与 ADP 的 相互 转化 ,因为 这 些 蛋 白质 催化 水 解 ATP RAAH ADP 
和 无 水 法 酸 盐 合成 ATP, 它 们 也 被 称 为 ATP 酶 ,它们 能 够 产生 并 保持 离子 梯度 或 用 既 存 的 离 
FRE AR AT ,通道 在 离子 梯度 豫 动 下 传递 离子 穿越 细胞 膜 ,通道 与 泵 的 区 别 在 于 ,离子 的 
传递 与 ATP 的 水 解 利 合成 没有 直接 的 联系 。 然 面 ,通道 不 是 简单 被 动 的 离子 传递 体系 ,它们 
受到 闻 门 控制 。 它 们 传递 离子 的 能 力 受 到 其 他 条 件 或 腊 电 位 或 外 源 性 村 体 如 神经 传递 厦 的 浓 
度 等 的 影响 ,闸门 多 许 通 道 将 信息 从 一 种 形式 转换 成 男 一 种 形式 ,目前 ,人 们 已 经 党 展 了 在 通 
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道中 观察 单一 分 子 行为 的 技术 ,在 如 此 高 水 平 的 分 辨 率 条 件 下 ,控制 这 些 体系 的 能 力 为 化 学 工 
作者 提供 了 藉 礁 得 的 机 会 。 在 详细 讨论 泵 和 通道 的 特性 之 前 ,我 们 将 棋 出 几 个 在 理解 这 些 过 程 
中 有 用 的 概念 ， 

G) 膜 电位 , 膜 两 边 电 位 之 差 。 膜 电位 可 以 认为 是 由 于 膜 两 边 离子 浓度 的 差别 所 决定 的 每 
个 离子 的 电位 总 和 。 由 于 这 样 的 差别 ,这 些 平衡 电位 可 以 被 看 成 产生 转移 某 个 特定 离子 的 净 驱 
动力 的 数值 。 根据 Nernst 方程 ,浓度 益 决 定 电位 (方程 6. 3)， 


V —(OGT/IZFYnG" Ze") (6. 3) 
RE R 为 气体 常数 ,了 为 绝对 温度 ,2 为 离子 电荷 ,有 表示 Faraday SEU OR SA ETSI 
子 演 度 ,r" 表 示 细 胞 内 离子 深度 。- :个 典型 的 哺乳 动物 细胞 内 外 部 离子 的 组 成 列表 于 表 6. 1。 
Hot 哺乳 动物 骨骼 肌 的 自由 离子 浓度 和 平衡 电位 


离子 zmr e RE aH BR pq Pi E [离子 jo 与 平衡 电位 
(mmol/1,) (mmol/L) [离子 wn 之 比 (mV) 
Na 143 12 EMEN (00142 m — 68 
K' 4 155 0. 026 —99 
Ca" 1.5 <107 mel /L 15000 > +128 
C] 123 4,2 30 — 80 


Ric Na" FER 
(8.314 J: K^! * mol 26310 K) 
C- 1)(X96 485 C + mol 1) 


同样 ,K+ 的 平衡 电位 是 99 mV. 
(i) BS. 道道 不 允许 所 有 的 离子 以 同样 的 效率 传递 。 相反 地 ,它们 表现 出 不 同等 级 的 高 
子 选 择 性 ,从 阳离子 与 阴 离 了 之 间 最 简单 的 区 别 麟 某 个 特定 离子 如 Na+ 和 与 其 十 分 相似 离子 
之 间 的 高 度 分 辨 , 分 辨 出 紧密 相关 的 离子 的 能 力 是 上 分 重要 的 功能 , 尺 管 理解 它 的 化 学 基础 的 
细节 在 将 来 仍然 是 一 个 重要 的 挑战 ,通道 传导 的 中流 对 电 上 里 的 依 帧 关系 居 受 哆 姆 定律 支配 的 ， 
见方 程 6,4。 在 此 ,i 表示 电流 ,g ETET V 表示 电压 或 膜 电 化 学 电位 的 净 差 值 .电导 g 的 单 
MEO :或 SS 西门子 )。 正 如 我 们 在 6. 4d 节 将 要 看 到 的 ,离子 通道 的 电导 是 一 个 分 子 特征 : 
i=gxV (6. 4) 


145 mmol/L 
12 mmol/L 


In = ! 868 mW 


6.4a 离子 梯度 的 产生 

离子 梯度 的 产生 是 一 个 能 其 依赖 过 程 。 所 需 的 能 莉 足 由 ATP 水 解 产 牛 ADP fü 7E UL SEES 
盐 提 供 的 .前 面 所 提 到 Na -和 开 上 + 宰 度 的 产生 机 制 是 由 Na'-KIATP 酶 主要 负责 的 。 这 个 内 在 
的 腊 电 位 由 岗 部 分 组 成 ,一 个 100 kDa 的 催化 亚 单 工 和 “个 45 kDa 的 结合 糖 淮 魏 ,形成 一个 
QB 四 涌 体 。 酶 催化 过 程 见方 程 6.5: 

Nan HIK a HATE HHO —  3NaZz 十 2K4: ADP | Pi (8.5) 

ARREN AJLARI: G) CHR EI HED. TESTE TU E ES 
外 就 有 2 个 钾 离 子 被 泵 进 膜 内 。fiiy ATP 的 水 解 是 与 离子 传递 紧密 相关 的 过 程 ,这 砷 紧密 相 
FMF AH EN RAED RBS. 因为 没有 这 砷 紧密 相关 就 不 能 使 ATP 有 效 水 解 , 即使 是 
十 分 完美 的 相关 ,一 个 典型 的 哺乳 动物 细胞 通过 该 酶 估计 要 消耗 掉 它 本 身 30% ATP, 

Na^-K' ATP 酶 的 详细 分 子 结构 和 作用 机 理 日 前 还 不 清楚 ,其 作用 机 埋 的 一 个 略图 如 图 
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6.10 所 示 。 钠 结合 到 膜 的 内 侧 使 酶 分 子 上 特定 的 天 冬 氮 酸 的 磷酸 化 作用 易于 进行 。 这 个 过 程 
诱导 构象 变化 并 导 敏 3 个 负离子 任 越 细胞 膜 。 再 次 PRAECO EU REO PERI RE LETT ESSI IF 
H. EE ,构象 发 生 翻转 ,将 THER ALTA ERR. COE ORAT BUS ELTE Na“ 和 -的 配 位 化 
EUH GERE 7 HUE SI] 


图 6.10 XE Na'*-K*ATP BCE FRR ATP 使 3 个 Nal 被 传递 到 胞 外 .同时 
伴随 2 个 K+ 被 票 进 胞 内 的 过 程 示 意图 


64b 通过 离子 通道 进行 的 离子 传输 
Na'-K' ATP 酶 能 够 以 每 秒 100 次 的 速率 发 生 翻 转 ， 相 反 地 ,离子 通道 是 每 秒 能 够 转 输 
1S~10 个 离子 的 蛋白 质 , 这 么 快 的 离 皇 传输 速率 对 于 快速 信息 事件 ,如 神经 内 负责 信和 导 余 说 
的 活动 电位 的 产生 ,是 十 分 重 娄 的 ,通道 能 依 各 种 构象 状态 存在 ,有 些 是 “开放 的 .并且 能 够 传 
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送 离 子 , 另 外 的 则 是 “关闭 的 "或 "大 活 的 "并 且 不 能 够 传送 离子 。 我 们 将 详细 讨论 黄种 离子 通 
道 :乙酰 胆 碱 爱 体 ,一 种 受 神经 传导 器 控制 的 道道 和 钠 通 道 ,~ -种 电压 控制 通道 。 


6. 4. BIB WL E 

乙酸 胆 贼 受 体 是 一 个 巨大 的 复杂 分 子 。 其 结构 仕 原 子 水 平 细 节 上 还 没有 最 终 确 定 。 但 是 ， 
利用 … 系 列 生 物化 学 .生物 物理 学 和 分 子 生 物 学 技术 ,已 经 获得 了 该 分 子 结构 的 一 个 整体 图 
像 . 再 者 ,通过 电 生 理 方法 ,包括 能 够 观察 到 单个 乙酰 胆 碱 受 体 分 子 活动 情况 的 方法 ,已 经 获得 
了 该 蛋白 质 活动 机 理 的 许多 人 信息。 乙酰胆碱 受 体 的 生理 学 作用 如 图 6. 11 所 示 。 


神经 细胞 ex . 


被 传送 的 z 
神经 脉冲 " ^ 


v 


图 6. 11 Mate sahne bt th Z BE BB SK. 53k — BEES da W L 
的 受 体 结合 在 一 起 ,并 伴随 离子 通道 开放 


乙酰胆碱 受 体 昆 一 个 巨 天 的 低 聚 烛 蛋 白 . 它 包含 有 4 种 不 同类 型 的 5 条 多 肤 链 ,其 总 的 化 
学 计 基 为 wspy6 ,总 分 子 量 接近 于 300 kDa, HEB CUA AREI HERR PR SE Er, 20 É tor- 
pedo 的 electroplax 内 被 发 现 , 来 自 下 小 牛 肌 和 torpedo MATA W Poth BERIT PROM 
cDNA 克 隆 推 导出 来 。 分 析 结 果 清 楚 地 表 曲 这 4 个 亚 单 元 尾 同 源 的 ,前 与 一 个 共同 的 主 序 列 有 有 
X. 这 些 肽 链 具 有 437—501 PAR ,后 者 存在 于 torpedo 体内 。 每 个 糖 蛋 白 结 合 两 分 子 的 神 
经 传 感 乙酰 胆 碱 ,每 分 子 乙酰 胆 碱 结合 一 个 e REL. 

这 个 受 体 的 总 体 结构 已 经 电子 显微镜 研究 确定 ,其 结构 示意 图 如 图 6.12 所 示 。5 个 亚 单 
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35 Bl E — xku rh U PR. — q E KJ FI ET Ses Hg DS IAE eq ,而 
一 个 较 小 的 结构 域 存在 于 膜 的 内 侧 o AEE E A sk Edy E T ,可 以 识别 
跨越 细胞 膜 的 范围 ， 图 6. 12 给 出 了 一 种 推测 结构 。 


e NER RS He REGE 


乙酰胆碱 受 体 亚 单元 


(c) 中 的 横 截 血 


(a) 


Biz i EAk) TI 


Bu J f 


图 6.12 乙酰 胆 碱 受 体 的 结构 
(a) 在 氨基 酸 顺 序 分 析 的 基础 上 ,提出 的 “个 亚 单元 的 结构 示意 图 :人 b) 在 电子 显微镜 鲜 究 


Ae LH ER 5 个 亚 单元 呈 五 边 形 分 布 ， (ce) 包括 离 子 通道 的 跨 膜 城 的 截面 图 


在 每 个 亚 单元 对 应 位 置 上 ,20~-25 个 邻近 朴 水 残 基 有 4 个 伸展 方式 ,这 些 结构 好 像 类 似 于 细 
菌 光 合成 反应 中 心 的 相似 顺序 。 经久 射线 晶体 结构 衍射 研究 发 现 , 光 反应 中 心 的 结构 是 跨越 
REUS o 螺旋 体 . 这 些 区 域 特别 有 趣 , 其 中 一 些 在 形 或 膜 离子 通道 方面 发 挥 着 一 定 作 用 . EWR 
们 将 要 看 到 的 ,定点 突变 研究 表明 ,第 二 个 假定 跨 膜 螺旋 体 可 能 构成 了 通道 的 内 壁 。 

离子 被 分 子 传输 通过 细胞 膜 是 按照 两 种 本 质 不 同 的 机 理 中 的 一 种 进行 的 ; (i) 离子 结合 
- .种 载体 ,载体 进行 平 动 或 旋转 扩散 通过 细胞 膜 ,然后 将 离子 释放 出 来 。《ii) 穿越 细胞 膜 形成 
一 个 微 孔 ,不 需要 输送 体 进行 大 的 移动 ,离子 就 可 经 过 微 孔 穿越 细胞 膜 。 乙 酰 胆 碱 受 体 导 后 一 
类 机 理 的 一 个 实例 , 在 正常 情况 下 , 焉 道 旦 关闭 的 .并 日 没有 大 多 的 离子 通过 细胞 膜 。 然而 ,在 
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乙酰 胆 碱 存 在 下 , 受 体 分 子 具有 过 渡 到 开放 状态 的 可 能 性 ,在 开放 状态 下 ,离子 能 够 自由 经 过 ， 
乙酰 胆 碱 党 体 是 -~ 种 非 专 一 性 阳离子 通道 ,只 有 带 正 电 茶 的 离子 才能 通过 ,但 是 对 各 种 不 同 的 
正 离子 有 很 小 的 区 别 。 在 牛 理 茶 件 下 ,负离子 是 经 过 该 通道 的 主要 离子 。 如 上 所 述 , 离 子 能 够 
以 很 快 的 速率 经 过 该 通道 。 每 经 过 一 次 转换 , 肌 乙 了 本 胆 硕 受 体 能 保持 10 ms 开放 状态 ,但 在 此 
时 间 段 内 ,有 近 10: 一 10 个 离子 穿 过 膜 。 这 个 流 世相 当 于 一 个 几 皮 安 GPA,10 VAN TL. 

1 j :每 分 子 构象 的 变化 将 有 10 个 离子 通过 细胞 腊 从 而 产生 巨大 的 放大 夫子 ,以 太 因 此 
产生 的 信号 能 够 以 电流 的 形式 窑 易 测量 ,所 以 有 可能 发 展 一 种 方法 用 十 控制 运转 中 的 单个 通 
道 . 这 和 神 方 泛 被 称 为 膜 片 钳 (Cpatch-clamping) WA 6.13 所 示 。 PAARA eH 
管 到 缁 胸膜 ,轻微 吸取 ,使 吸管 口 的 细胞 产生 一 个 非常 紧密 的 苦口 ,以致 鸽 任何 流 经 由 个 电极 
人 -个 在 吸管 内 , 另 一 个 在 细胞 内 ) 的 电流 必须 经 过 封口 所 用 资 的 细 腹 膜 的 patch, f Till gt HE 
SEA 307 2A) 电 沛 的 灵敏 方法 的 出 现 , 使 得 在 乙酰 胆 碱 存在 下 记录 单 离子 通道 电 流 成 为 可 
能 。 这 种 记录 操作 如 图 6.13 所 示 。 


连结 细 肌 方式 
(gigaohmtt > 


Hel 膜 片 钳 法 测量 经 过 离子 通道 的 电导 
在 扫 措 图 中 ,方向 朝 下 的 测试 信号 对 应 了 单个 离子 通道 分 了 的 开放 
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HABERA AY 十 单个 乙酰 胆 碱 受 体 分 子 从 关闭 到 开放 状态 的 构象 变化 .在 同一 时 间 内 ,控制 

经 过 多 个 通道 电流 的 新 老 方法 能 够 对 不 同 离子 在 通道 中 的 闫 透 率 进行 精确 测量 .如 上 所 述 , 乙 

酰 胆 碱 通道 对 道 过 它 的 离子 是 韭 选 择 性 的 . 除 与 生理 有 关 的 离子 外 ,如 一 乙 基 狗 离 子 那 么 大 的 

止 离子 也 几乎 同 钠 离 子 - 样 能 通过 这 些 通道 ,由 此 可 以 清楚 地 看 出 ,离子 能 够 以 它们 的 溶剂 化 
形式 而 不 需要 除去 与 它们 紧密 结合 的 水 分 子 顺利 通过 乙酰胆碱 受 体 通道 。 


包含 有 大 量 乙 酰 胆 碱 受 体 的 膜 区 域 的 行为 ,可 以 通 
过 登 加 许 才 单个 道道 的 过 程 或 单个 通道 多 次 重复 进行 
而 获得 。 这 个 到 集 电流 如 图 6. 14 所 示 , 并 且 表 明 整 体 行 
为 可 以 依据 大 其 独立 的 单个 分 子 的 特性 解释 。 控制 单个 
分 子 的 能 力 ,使 得 对 问题 进行 育 接 研 穹 在 统计 热力 学 方 
面 成 为 可 能 。 再 者 ,这 些 方 法 使 得 解释 乙酰 胆 磊 闸门 控 
市 的 模型 得 到 进一步 发 展 和 和 验证。 例如 ,如 图 6. 15 所 
示 , 在 不 存在 高 溢 度 乙酰 胆 碱 的 情况 下 ,通道 是 关闭 的 。 
然后 , 乙 些 胆 碱 被 从 泡 寰 中 释放 出 来 (图 6. 1D ,引起 其 
浓度 的 突然 增加 。 一 分 子 乙 酰 胆 碱 与 受 体 结 台 ,但 是 受 
体 仍 保持 闭合 状态 。 一 巧 第 :个 乙酰 胆 碱 分 了 发 生 结 
合 , 则 受 体 进行 构象 转化 为 开放 状态 的 可 能 性 大 太 增 


JT | 
nN 单个 道道 


B 
| BES ruft 


n 5 10 15 20 25 
féms 

图 6. 14 通过 一 个 膜 的 聚集 电流 

可 以 被 分 解 为 对 应 于 单个 离子 通道 

分 子 的 开放 和 关闭 状态 的 组 成 成 分 


强 。 因此 可 以 观察 到 遂 道 开放 的 显示 基 终 ,由 于 扩散 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 引起 的 水 解 使 得 乙酰 胆 
碱 浓度 降低 .紫外 ,由 于 长 时 间 地 暴露 二 乙酰胆碱 , 受 体能 够 经 过 一 个 过 渡 转 化 为 失 活 状态 .该 
夭 活 状态 与 其 他 闭 台 状态 有 明显 的 区 别 .这 个 机 理 预示 遵 道 开 放 可 在 阴间 突然 发 生 ,随后 在 
个 相当 长 的 周期 内 只 有 一 分 子 的 神经 传递 质 被 结合 。 这 种 行为 能 够 被 观察 到 ， 
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这 些 记 沉 技术 已 经 与 某 些 有 旋 的 分 子 生物 学 方法 结合 在 -- 起 ,用 来 探索 在 通道 形成 过 程 
中 实际 参与 的 受 体 区 域 。 现 左 能 够 道 过 制备 4 个 亚 单元 的 信使 RNAs 并 将 它们 极 少 基 注 入 卵 
Fk AH Hf CREBRO ,表达 乙酰 胆 碱 受 体 。 膜 片 错 研究 表明 ,功能 性 受 体 可 以 在 孵 母 细 上 胞 的 表面 被 发 
TX. 并 且 这 些 受 体 的 性 质 与 在 组 织 中 分 离 得 到 的 受 体 性 质 的 差别 很 小 。 这 个 表达 体系 可 以 使 
经 过 定点 究 变 修饰 的 氨基 酸 顺 序 受 体 得 到 进一步 研究 ,在 一 项 研究 中 ,位 于 4 个 亚 单元 的 第 二 
个 跨 腊 螺旋 体 前 面 等 同位 置 的 丝氨酸 残 基 分 别 进行 突变 得 到 丙 氨 酸 , 膜 片 钳 实 验 揭示 , 专 一 结 
合 到 受 体 开放 道道 构象 上 的 化 合 物 的 亲 和 性 , 随 着 经 氮 酸 数目 的 减少 而 降低 ,说 明 这 些 残 基 训 
能 形成 通道 的 一 部 分 。 为 了 更 详细 地 验证 这 类 离子 通道 形成 重要 大 分 子 原 型 的 结构 模型 和 功 
能 特性 ,进一步 的 研究 是 至 关 重 要 的 ， 


6.4.d 电压 调控 钠 通道 

如 上 所 述 ,乙酰胆碱 流 度 的 突然 增加 引起 乙酰 胆 碱 受 体 呈 开 放 状 态 , 这 个 过 程 允 许 钠 离 子 
移动 通过 通道 ,因此 ,邻近 于 受 体 高 浓度 区 域 的 膜 电 位 发 生变 化 ,静止 膜 电位 从 接近 于 大约 
一 100 mV 的 钾 平 衡 电位 同 大 约 十 70 mV 的 钠 平衡 电 仔 变化 。 膜 的 局 部 去 极 化 作用 产生 动作 电 
位 。 动 作 电 位 是 膜 的 一 个 巨大 去 极 化 作用 后 再 进行 的 快速 极 化 作用 过 程 所 产生 的 电位 ,如 图 
6.16 Br. 


i rp u mV 


图 6.16 活动 电位 (fa 和 它 的 组 成 成 分 人 b) 
该 电位 是 由 于 钠 离 子 进 入 细胞 的 电导 与 随后 和 离子 排出 细胞 的 电导 产生 的 


以 50 m/s 的 速率 向 膜 移动 的 电位 对 神经 传导 起 普 重 要 作用 .动作 电位 十 要 是 由 于 膜 上 对 电压 
敏感 的 钠 通道 的 存在 而 产生 的 。 当 膜 电位 接近 十 静 目 电位 值 时 ,这 些 通道 是 闭合 的 :但 是 当 电 
位 朝 负 值 逐 渐变 化 时 ,通道 向 开放 状态 转化 。 因 此 伴随 乙酰 胆 碱 受 体 的 丰 放 ,上 腊 的 极 生 引起 销 
通道 的 开放 ,从 而 进一步 促进 膜 的 慨 化 。 随 着 更 多 的 钠 离 子 穿 过 细胞 膜 ,去 极 化 作用 儿 乎 扩展 
到 膜 的 所 有 区 域 ,引起 钠 通 道 接 近 并 就 状态 ,由 于 铺 通 道 只 在 几 个 毫秒 芍 很 短 时 间 内 保持 开放 
状态 ,因此 产生 一 个 脉冲 ,随后 通道 向 天 活 的 财 合 状态 过 波 。 膜 在 专 一 钾 通 道 帮助 下 重新 极 化 。 
钾 遵 道 在 最 初 的 去 极 化 状态 下 是 开放 的 ,但 开放 速率 比 钠 通道 缓慢 。 

图 8.17 所 示 的 是 一 个 活动 电位 的 传播 ,对 电压 敏感 的 钠 通 道 也 已 经 被 纯 化 ,克隆 ,并 且 发 
现 它 是 由 一 个 大 型 蛋白 和 商 个 较 小 的 附属 蛋白 组 成 ,其 巨大 的 亚 单 元 的 分 子 基 太 约 为 270 
kDa。 推 理 所 得 的 氨基 上 酸 序 列 的 分 析 结果 表明 , 它 是 由 内 部 重复 的 4 个 域 组 成 ,每 个 域 有 大 约 
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图 6.17 活动 电位 沿 闭 神经 轴 方向 的 传播 


600 个 氨基 酸 ,包含 6 个 假定 的 跨 膜 螺旋 体 ,结构 如 图 6. 18 Bra. 这 个 蛋白 质 的 内 部 重复 结构 
在 某 种 程度 上 类 似 于 乙酰 朋 碱 受 体 。 关 于 这 些 通 道 的 结构 ,几乎 没有 任何 其 他 信息 .但 是 ,有 
几 条 依据 与 它们 的 离子 传导 性 质 有 关 。 

不 同 于 乙酰 胆 碱 受 体 , 钠 通道 对 钠 离 子 的 选择 性 远 高 于 其 他 离子 ,包括 钾 离 子 。 钠 通道 对 
负离子 较 钾 离子 有 高 度 选 择 ,是 由 于 前 者 有 较 小 的 体积 ,因此 使 得 负离子 能 够 通过 通道 的 狭 窗 
部 分 。 一 系列 离子 经 过 这 个 通道 的 渗透 实验 强 有 力 地 支持 这 个 理论 。 钠 的 渗透 性 比 钾 的 渗透 
性 大 11 倍 , 其 他 离子 如 狸 和 羟 镑 可 以 非常 容易 地 通过 这 个 通道 。 这 些 观 察 很 容易 与 一 个 假设 
相 一 致 , 即 该 通道 有 一 个 限制 条 件 , 它 可 以 使 带 有 一 个 结合 水 的 销 离 子 顺利 通过 ,而 对 离子 半 
径 较 钠 离 子 大 0. 3 半 的 钾 敲 子 非常 强烈 地 抑制 .第 二 杀 证 气 是 钠 离 子 电 导 对 pH 的 依赖 性 RE 
着 pH 的 降低 ,电导 减少 ,并 且 有 关 数 据 符合 一 个 表 观 单质 子 结合 常数 pK, 一 5. 5。 这 个 结果 指 
出 , 当 一 个 离子 通过 通道 的 限制 速率 区 域 时 ,单个 的 凌 琶 残 基 能 够 接近 或 与 该 离子 相互 作用 。 
最 后 ,通过 重建 在 平面 双 层 类 脂 中 的 纯化 的 钠 通 道 ,研究 了 离子 转 输 对 电压 的 依赖 性 。 单 个 通 
道 的 电导 不 依 束 于 膜 电位; 流 经 每 个 开放 通道 的 电流 依赖 于 欧姆 定律 ,并 有 一 个 国定 的 电导 。 
相反 地 ,通道 开放 的 可 能 性 与 电位 是 紧密 相关 的 。 在 一 100 mV 的 电位 情况 下 ,一 个 特定 通道 
保持 开放 状态 的 时 间 少 于 5%. 如果 膜 去 极 化 至 一 70 mV ,每 个 通道 保持 开放 状态 的 时 间接 近 
T 90%。 这 种 行为 与 假定 当 通 道 从 闭合 转化 到 开放 构象 时 ,n 个 电荷 移动 通过 膜 相 一 致 。 对 于 
重建 通道 , 门 控 电 荷 估计 是 4 个 电荷 .与 之 比较 ,利用 膜 片 钳 方法 观察 的 自然 膜 中 , 钠 通道 的 门 
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图 6. 18 一 个 对 电压 敏感 的 钠 通道 假设 结构 示意 图 
该 分 子 是 由 4 个 相似 的 单元 组 成 ,每 个 单元 包含 有 6 个 跨 膜 螺旋 体 和 
1 个 至 少 欧 成 部 分 离子 微 孔 的 和 B 股 绞 状 结构 


控 电 荷 将 近 6 个 电荷 。 

定点 突变 和 表达 方法 也 被 用 于 探索 钠 通 道 的 结 均 和 功能 .一 组 实验 结果 提示 ,利用 单 通 道 
记录 能 够 获得 非常 敏锐 的 细节 。 心 肌 的 钠 通 道 受 到 Cd 人 + 离子 的 瞬间 阻塞 ,导致 通道 电导 的 内 
RETE. 如 图 6.19 所 示 。 在 骨骼 肌 的 对 应 通道 中 则 没有 观察 到 同类 效应 发 生 。 遂 道 氨基 酸 顺 
序 的 测定 结果 表明 ,在 心肌 通道 中 存在 着 一 个 惟一 的 半 胱 氨 酸 ,位 于 第 一 个 内 部 重复 单元 的 第 
五 个 和 第 六 个 假想 的 跨 膜 螺旋 体 之 问 的 环 中 .在 研究 其 他 通道 时 ,这 个 区 域 已 经 被 认定 为 微 孔 
本 身 的 一 部 分 。 酷 氨 酸 残 基 在 骨骼 肌 通 道中 的 所 占 人 记 置 和 羊 胱 氨 酸 在 心肌 通道 中 所 占 位 置 完 
全 相同 。 当 用 半 胱 氨 酸 取代 自然 存在 的 酷 氨 酸 三 基 时 ,骨骼 肌 通 道 产 生 窗 变 。 伪 得 注意 的 是 ， 
这 种 取代 产生 的 一 种 蛋白 质 对 Cd+ 的 灵敏 度 与 心肌 道道 对 Ce RTS LEN. 
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| oca* 100 mol/L Ca? 


a ` AA 


对 间 时 间 


6.19 ”人 镶 离 子 的 时间 阻 蜜 造成 心肌 钠 通道 闪烁 转 
fü E. P. H. Bachx et al. , Science 257, 248—251(1992) 


如 图 6. 20 所 示 。 E SEP SEC REAL AGED ISI rh i ,似乎 对 应 于 一 个 Cd*t PE 
残 基 , 或 其 他 邻近 基 团 。 尽 管 这 些 发 现 的 生理 学 重要 性 目前 还 不 清楚 ,但 是 它们 阐述 了 这 些 迷 
人 而 重要 分 子 的 丰富 的 生物 无 机 化 学 内 容 ， 


2 mmoliL Cd 2“ 


Y401C 
oca” 20 umol: T. Cd?! 
= b 
时 间 FH] 


Cys 401 — Tyr40 1 EEH 


6.20 ERRDA SLs 788 ESAE IST TE ZETROIL F ,用 
3E 53 283075 35 9| A 3hiy85 PIECE TAE [s B9 DAT REST 
摘自 : P. H. Bachx et a... Science 257, 248~251(1992) 


这 些 实例 代表 了 目前 几 种 表征 得 较 好 的 离子 传输 体系 。 包含 在 多 种 过 程 ,如 视觉 ,嗅觉 和 
记忆 中 的 信和 号 传导 和 和 贮存 体系 ,至 少 现在 已 被 分 别 表 征 。 在 未 来 岁月 中 ,更 多 的 有 关 这 些 体系 
功能 的 分 子 , 以 六 详细 的 三 维 结构 特性 等 信息 ,将 俩 人 们 更 加 深入 地 了 解 无 机 离 了 梯度 在 生物 
中 起 的 基 左 作用 ,特别 是 对 1A 和 LA 族 金 属 更 是 如 此 ， 


6.4.e 离子 通道 的 合成 模型 
离子 道道 好 像 是 被 端 复 杂 和 奇妙 的 分 子 . 尽 管 复 当 ,产生 活性 区 为 基础 异型 的 离子 通道 的 
非常 简单 的 方法 ,已 经 证 明 是 成 功 的 。 已 设计 了 AAA 21 AAE AMA 
NH, —(Leu—Ser—Ser—Leu—Leu—Ser—Ileu>; - CONH: 
其 目的 是 合成 能 够 自我 组 装 为 一 个 -RER A Vg ot T o SEE Pk BERE PS ER ARE ç JE pr 
FE FE HTS TL. RB EE E LBS RA TELS HR PAR SB BUR KEN TE 
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ARRE I] HE PUER id 3F H RER TE PHI ,在 此 它们 能 够 与 双 层 类 脂 的 烷 基 相 接触 GEH 
VJ BB PTL I BERI Be e REKE SUMI E 2 BJ hI 6. 21 所 示 。 


图 6.21 E 21 E EBHEUELBS & PKH SURI DIL PORC B EE E ee 


这 个 肽 被 台 成 ,纯化 并 结合 到 奴 层 膜 中 ,经 过 障 传 输 的 离子 能 够 被 检测 到 .观察 结果 表明 ,电导 
的 持续 几 坚 秒 的 逐步 增加 ,非常 类 似 末 上 面 所 过 论 的 单 通道 电流 .进一步 研究 表明 ,这 种 行为 
是 通道 形成 和 阳离子 (如 乌 ) 穿 过 双 层 膜 的 电导 的 结果 .对 于 设计 类 似 的 十 四 氨基 酸 了 天 ,没有 观 
察 到 这 种 行为 ,这 可 能 是 因为 它 没 有 足够 的 长 度 跨 过 细胞 膜 。 高 子 选 择 研究 表明 ,在 单价 阳 敲 
子 中 ,有 一 个 类 和 似 于 乙酰 胆 碱 受 体 但 义 有 少许 差别 的 模式 。 此 外 ,离子 通道 模型 能 够 传输 如 三 
羟 甲 基 镀 离子 那么 大 的 有 机 阳离子 ,但 再 大 些 的 刚 不 行 。 这 些 研究 表明 ,相对 简单 但 设计 合理 
的 暴 可 产生 离子 通道 的 活性 ,它们 可 以 提供 在 进化 的 早期 历史 上 ,形成 离子 通道 的 分 子 类 型 的 
AHAB. 


65 金属 药物 分 布 的 组 织 选 择 性 


控制 体内 金属 离子 或 配合 物 的 分 布 ,对 于 以 金属 为 基础 的 药物 是 十 分 重要 的 .在 适当 的 组 
织 中 ,药物 或 得 影 必 须 达 到 有 效 浓度 ;而 在 其 他 组 织 中 ,有 仿 可 能 少 的 非 选 择 性 积累 .能够 说 明 
这 个 论点 的 一 个 重要 实例 是 以 放射 性 金属 为 基础 的 进 影 剂 ,其 中 以 得 为 基础 的 是 最 重要 的 .人 
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们 已 经 开发 了 积聚 在 不 同 组 织 中 的 专 一 性 配合 物 . 例如 图 1. 8 Bras Bj Te RNC), J? 是 目前 应 
用 最 为 广泛 的 一 种 心脏 造影 剂 , 它 利 用 了 同位 案 "Te 的 放射 活性 ,该 同位 素 的 半衰期 力 S h. 
人 人 们 对 它 和 其 他 锝 放射 性 药物 专 一 性 组 织 积累 的 基础 目前 还 不 十 分 了 解 。 但 是 人 人 们 试图 用 放 
射 金属 标记 单 克隆 抗体 和 其 他 精心 制作 的 配 体 ,跟踪 聚集 在 专 一 组 织 或 肿瘤 中 的 放射 性 金属 。 
此 外 , 随 着 磁 共 振 造 影 技术 的 发 展 ,跟踪 特定 组 织 的 高 度 顺 磁 金 属 配合 物 新 型 试剂 正在 开发 之 
中 。 


ke 


te 


FS 


un 
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E 题 


- 假设 你 准备 设计 铀 的 -- 个 生物 传输 蛋白 ,为 结合 蛋白 质 以 及 从 蛋白 质 矢 放出 铜 ,请 从 不 同 于 铁 传递 绰 


白 的 角度 ,提出 一 个 合理 的 活性 部 位 .外 源 性 辅助 因子 和 化 学 策略 。 注 意 指 明 气 化 态 。 


. 在 酵母 中 金属 硫 蛋 白 紧密 地 与 铀 结合 ,在 高 染 度 金属 离子 存在 下 用 于 生物 体 的 脱 毒 . 在 化 学 计 基 近似 


为 Cus (Cys)s 的 华中 , 铀 的 结合 形式 为 Cu(C LI ) ,金属 硫 蛋 白 基 因 的 表达 在 转录 水 平 上 是 受 铜 浓度 调节 
的 ,这 种 调节 是 通过 称 为 ACE1( 或 CUP2) 的 一 种 蛋白 的 活动 完成 的 ,这 种 蛋白 也 以 一 种 铜 - 半 胱 氧 酸 
MEX 6 一 7 个 Cut 1 )。 请 提出 这 样 的 :种 多 核能 的 形成 对 于 选择 性 铀 高 子 浓度 开关 有 利 的 
几 条 理 日 。 


,正如 在 第 5 HIE, REITE Sat CoC dy) 配合 物 显 示 出 非常 有 利 的 反应 活性 ,但 利用 CotI) 的 已 知 


生物 体系 实例 是 很 少 的 。 在 发 展 Coc I) 传输 体系 和 Cot ! ) 求 平 调节 体系 方面 ,将 会 遇 到 什么 祥 的 困 
难 9 对 于 第 一 过 滤 系 的 金属 ,是 否 也 会 产生 这 些 问题 ? 


. 一 个 细胞 的 胞 内 Ca 浓度 为 0. 1 pmal/L, 胞 外 浓度 为 1 mmol/L ,计算 Ca 离子 平衡 电位 。 将 一 种 激 


素 应用 到 该 细胞 的 表面 导致 Ca 从 内 存 中 释放 出 来 ,使 得 胞 内 证 度 提高 到 10 pmol/L, 这 个 变化 是 如 
何 影 响 平 衡 电位 的 ? 


. 许多 神经 毒素 是 通过 与 离子 通道 形成 分 子 紧密 结 人 台 而 产生 作用 的 。 例 如 ,河豚 毒素 (tettodotoxin) 和 源 


于 一 种 海洋 生物 的 蚌 蛤 毒素 (saxitoxin) 化 合 物 。 从 如 下 结 梅 中 ,推测 这 些 分 子 中 的 什么 部 分 对 于 它们 
的 活性 是 重要 的 。 


HO"/ “OH 


昨 蛤 毒素 


许多 局 部 麻醉 剂 和 相关 药物 对 离子 通道 产生 影响 .QX-314 就 是 这 样 的 -- 种 化 人 台 物 。 有 意思 的 是 ,如果 

APMED ANS SURRY LER A SATS, A. on 

果 膜 被 简单 地 去 极 化 . 则 结合 变 得 十 分 强烈 ,并 是 电流 被 更 加 有 效 地 阻塞 。 请 解释 这 些 观察 现象 。 
CH, 


1 Ts 
Celo 
CH 


CH, 
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第 7 章 金属 离子 在 生物 分 子 折叠 和 交 联 中 的 作用 


7.1 蛋白 结构 中 金属 离子 的 稳定 作用 
金属 离子 对 核酸 结构 的 稳定 作用 

.3 RAMEE 2 RASH DNA 上 

7.4. 作为 构象 探 针 的 金属 组 装 结构 


全 属 在 细 建 三 维 生 物 结构 方面 可 以 作为 模板 。 与 蛋白 部 位 结合 对 金 属 离子 排除 了 绝 大 多 
数 或 金 那 与 之 县 位 的 水 合 分 子 。 在 与 核 蔡 或 核酸 相互 作 用 对 ,许多 配 位 水 分 子 保留 并 玫 助 维系 
其 站 梅 。 由 金属 结合 所 形成 的 三 级 结构 将 促使 生物 大 分 子 同 的 相互 所 月。 交 联 的 形成 对 于 一 
此 无 机 元 素 药 物 的 竺 用 机 制 是 很 重要 的 ,金属 离子 的 半径 越 大 、 所 能 强 供 的 配 位 数 越 多 作 辣 也 
就 越 强 . 


71 蛋白 结构 中 金属 离子 的 稳定 作用 


虽然 许多 金属 蛋白 中 ,金属 离子 可 以 促进 各 种 化 学 反应 ( 见 第 9~11 SO ,但 在 其 他 情况 
下 ,金属 也 能 起 到 纯 结 构 性 的 作用 ,和 因为 组 建生 物 分 子 的 金属 离子 ,通常 为 钙 和 锌 ,它们 无 明显 
光学 特征 ,无 机 化 学 家 们 很 难 对 其 作用 给 予 评价 。 然 而 ,近来 的 发 现 表 明了 这 种 金属 中 心 在 生 
物 学 上 的 重要 性 。 


Zia 天 冬 氢 酸 氨 申 酰基 转移 酶 

KS ABA PRR ATCase ELAS ARH N- H EEEEBR AS O JÉ URB BU A 
ABA FURR, 这 个 反应 是 哮 啶 生物 合成 的 第 一 步 。 这 个 酶 可 被 变 构 调节 :加 入 此 合成 途 
径 中 的 终 产 物 CTP 会 降低 此 酶 的 活性 ,而 加 入 作为 细胞 眶 叭 池 的 一 个 指标 A TP 将 会 增加 它 
的 活性 。 这 种 变 构 效 应 , 即 底 物 或 其 他 外 源 分 子 结合 所 触发 的 蛋白 亚 基 间 的 协同 效应 或 反 协同 
效应 如 图 7.1 From. 


n1 


[KEAR] 


图 7.1 天 冬 氢 酸 氨 甲 酰基 转移 酶 酶 活性 与 变 构 剂 CTP 和 ATP 的 依存 关系 


在 给 定 的 天 冬 氨 酸 浓度 下 ,CTP 抑制 酶 活性 ,而 ATP 则 和 刺激 该 酶 活性 
120 


它 的 全 酶 是 相当 大 的 , 共 含 有 12 AEk 6 HEM 302 PA 基 酸 链 的 催化 亚 基 ,和 6 个 
FE DLAI 154 氨基 酸 链 的 调节 亚 基 , 它 四 级 结构 的 部 分 破坏 将 导致 催化 亚 基 与 调节 亚 基 的 分 离 ， 
此 酶 的 催化 链 形 成 2 个 含有 全 部 酶 活性 的 三 全 体 ,而 调节 亚 基 则 形成 3 个 含有 与 抑制 剂 或 激 
活 剂 如 CTP fu ATP 结合 的 二 聚 体 .全 酶 中 含有 总 共 6 个 锌 离子 ,每 一 个 都 结合 在 调节 亚 基 的 
5t E. 

ATCase 的 这 种 变 构 行为 由 Monod, Wyman 和 Changeux 首次 用 一 简单 的 模型 给 予 立 
明 。 这 一 模型 显示 ,该 酶 能 以 两 种 形式 的 四 级 结构 存在 。 一 种 是 紧密 型 , 亦 即 T 态 (tense 
state》, 它 只 含有 很 低 的 底 物 亲 和 性 ! 别 一 种 是 松弛 型 , 亦 即 R 态 (relaxed state), 它 含有 很 高 
的 亲 和 性 。 这 种 状态 下 抑制 齐 的 效应 将 促使 平衡 向 状态 发 展 , 而 活性 剂 的 效应 促使 平衡 向 
R 状态 发 展 。 

ATCase 的 三 维 结构 已 由 结晶 学 方法 确定 有 几 种 存在 形式 。 天 然 酶 的 完整 结构 可 见于 图 
7. 2。 此 结构 由 2 个 三 重 轴 形 排列 的 催化 三 聚 体 , 经 垂直 于 三 阳 体 的 三 重 转轴 的 三 个 调节 二 聚 
体 轴 架 桥 所 组 成 。 整个 分 子 都 是 三 维 对 称 的 . 调节 链 由 俩 个 结构 域 组 成 , 氨基 末端 的 90 个 氮 
基 酸 形成 了 参与 变 构 反 应 上 太 二 人 聚 体 化 的 结构 域 , 举 上 时 末端 的 60 个 氨基 酸 组 成 了 另 一 个 在 结构 
上 组 织 锌 离子 与 4 个 半 胱 氨 酸 残 基 配 位 的 结构 域 。 这 一 含 Zn (MQZETSEE BS TI HORE 
化 亚 基 接触 。 


图 7.2 描述 偿 化 部 位 和 调节 部 位 的 天 冬 氨 酸 氨 甲 酰基 转移 酶 结构 
(DRIER: (DO 经 由 三 重 对 称 轴 的 以 视图 
HAW Zn BLTEGESÉ SB LSM REARS 


锌 在 促使 这 一 反应 中 的 重要 性 已 道 过 几 种 方式 被 证 明 ,在 此 酶 的 结构 被 阐明 之 前 ,化 学 修 
饰 的 研究 已 揭示 锌 的 去 除 将 导致 调节 亚 基 与 催化 亚 基 的 解 离 。 特 别 是 用 半 胱 氮 酸 修饰 试剂 对 


-Xt 3e EHI BR Cp-hydroxymercuribenzoate ) 4E ££ BUR p BEL 4-(2-pyridylazoresorcinol) 存 住 下 
AEEA. `Ë: Pk S 88 E UE fip n] ii SE 12 3838 i >: DESC Co e TURIS B F8 t , rf # BJ RE bu Di u] t 1: 
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检测 锌 -染料 配合 物 的 可 见 光 上 叹 收 来 确定 。 大 约 每 修饰 24 个 半 胖 握 酸 将 引起 6 Tiya p K 
酶 中 释放 ,用 超 滤 法 已 测 出 这 -这 程 将 引起 该 酶 解 离 为 催化 三 倍 体 亚 基 和 调节 二 人 税 体 亚 基 .只 
有 当 加 入 锌 时 , 半 胱 氨 酸 化 乘 加 各 物 询 解 产生 的 过 基 琉 基 才 会 引起 调节 亚 基 的 蛋白 部 分 重新 
与 众 化 亚 基 配 位 结合 。 这 一 实验 有 力 地 提示 了 调节 结构 域 的 镑 - 半 脏 氨 酸 络 合 物 的 存在 ,这 个 
结论 稍 后 即 被 结晶 学 研究 所 证 实 。 

最 近 ,通过 在 细菌 中 得 到 的 已 除去 氨基 末端 的 调节 亚 基 {( 即 仅 由 锌 结构 域 组 成 的 亚 基 )，, 锌 
结构 域 的 作用 被 更 直接 进行 了 探究 tprobe》。 这 种 9 kDa 的 蛋白 片段 按 3 : 1 之 比率 与 催化 二 
聚 体形 成 了 紧密 的 复合 体 。 非 常 有 趣 , 这 一 复合 体 的 形成 尾 协 同性 的 ,用 锌 结构 域 对 催化 亚 基 
滴定 没有 发 现 中 间 体 的 存在 。 这 一 复合 体 很 容易 被 委 制 剂 破坏 ,但 是 ,如 上 所 述 用 殖 基 和 和 锌 处 
理 后 仍 可 使 它 复 性 。 它 与 天 冬 氨 酸 的 亲 和 人 性 是 天 然 分 离 的 催化 亚 基 的 阿 悦 ,而 Ve Ml AG A RE 
低 。 这 些 性 质 都 与 该 酶 在 R 态 时 的 推理 惊人 地 吻合 . 可 兄 , 锌 能 促使 小 蛋白 结构 域 的 形成 , 继 
而 关 合 催化 亚 基 , 使 其 完成 类 工 态 (T-like state) f% R 4S (R-like state) 的 转变 。 


7. 1.b 核 琶 结合 蛋白 中 的 锌 结构 域 

维系 生物 高 分 子 结构 的 锌 离子 被 发 现 广 泛 存 在 于 核酸 结合 蛋白 太 基 固 调节 和 蛋白 中 。 这 一 
系统 的 特征 性 鉴定 始 于 转录 因子 A(transcription factor, TF I ADI A EE. TF EA 是 特异 定 
位 的 DNA AAEH, EARE IEE (Xenopus) BI SS rRNA 基因 转录 中 起 着 决定 性 作 
H]. 这 一 蛋白 中 锌 的 作用 是 由 以 下 两 个 实验 路 线 所 证 实 . BE. oO MRR BEAR dhay BS 65 
重 口 作为 与 5$ RNA 络 全 的 一 部 分 被 发 现 含 有 2 一 3 个 等 价 的 锌 。 在 用 TFEA-5S rRNA 配合 
B SOA EDTA 的 溶液 作 透 析 时 发 现 这 些 锌 离子 并 不 会 失去 。 但 是 ,一 旦 在 透析 前 上 先 用 
RNA 酶 处 理 以 破坏 RNA, 测 这 些 锌 离子 可 被 透析 除去 。 其 次 ,实验 证 明 这 些 结 合 的 锌 离子 对 
T DNA 的 特异 结合 是 至 关 重要 的 ,从 SS mRNA 乱 合 物 中 分 离 出 的 TF 1 A ,如 果 含 有 镁 离子 ， 
那么 它 可 以 和 一 段 约 含 45 个 碱 基 对 的 DNA 片段 结合 并 且 可 以 保护 这 一 片段 免 受 核酸 酶 的 
降解 ;但 是 ,一 已 通过 EDPTA 的 整合 作用 去 掉包 离子 , 则 这 种 特异 结合 作用 也 就 衫 失 了 。 此 时 
若是 补 加 锌 离子 ,这 种 活性 又 可 恢复 ,但 补 吉 其 他 相同 浓度 (15 pmol/L) BY (Co?! , Nit, 
Fe H Mo OFRAR E. 

根据 cDNA 的 核酸 序列 分 析 推 演出 的 TF Y A AARTI, K FEL T we g A fk Rh pu 
离子 的 DNA 结合 模式 .在 序列 靠近 N 3434594 TE ES T 9 个 连续 的 序列 ,它们 都 含有 大 致 
相同 的 保守 性 ， 

(Tyr Phe) —X —Cys— X>,,—Cys — X;—Phe—X;,; —Leu— X: — His — Xa..— His— Xs 

其 中 义 代表 可 以 变化 的 残 基 。 该 序列 中 含有 2 TEKRARA 2 THER ENR ARS 
合 锌 离子 的 侧 链 。 进 一 步 ,在 没有 区 合剂 的 条 件 下 纯化 出 的 TF EA-5S RNA 配合 物 中 ,每 一 
蛋白 分 子 含 有 ?一 11 个 锌 离子 。 由 以 上 的 结果 推测 ,这 9 个 序列 中 的 每 一 个 都 围绕 着 锌 离子 而 
形成 一 个 结构 域 ,其 中 的 锌 离子 是 与 半 航 氨 酸 和 组 氨 酸 敖 合 在 一 起 的 ,这 些 结构 域 被 称 作 和 锌 磊 
结构 。 图 7.3 是 这 种 结构 的 示意 图 。 

很 多 实验 结果 都 支持 这 一 推测 . 通过 EXAFS 的 方法 ,可 以 直接 对 与 锌 离子 作用 的 配 体 进 
行 标记 .对 TFTA-5SRNA 配合 物 进行 的 EXAFS 研究 表明 ,两 个 硫 原 子 的 距离 为 2. 304 ,无 
西 个 氮 原 子 的 距离 为 2. 00A ,这 一 结果 符合 预测 的 结构 。 关 于 金属 结合 部 位 的 结构 以 及 这 些 
结 枸 的 相对 独立 性 的 研究 ,可 从 对 仅 含 有 一 个 锌 指 的 多 上 肽 的 研究 中 获得 ,已 经 制备 并 纯化 了 一 
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(a) (b) 


B73 转录 因子 TF HA HAKEA E 0 838 SHIRE DU AEM PAT DE GO DAE 
RESHRASLERT I9 — HER CO 


EEST TF ARS TRS MIR SI. 这 个 多 肽 可 以 结合 等 摩尔 的 Zn 一 或 Co” , 
对 含有 钻 离子 的 配合 物 所 车 的 吸收 光谱 包括 了 在 可 见 光 区 的 条 带 , 而 且 摩 尔 消光 系数 大 于 
500(mol/L) 1 + em ,这 一 结果 再 与 合适 的 模型 相 比较 ,可 以 推论 与 金属 离子 结 台 的 配 位 数 
是 4, 对 没有 金属 离子 存在 下 的 多 肽 进行 圆 二 色 性 光谱 (CD)? 分 析 ,发 现 缺乏 完整 的 结构 :而 补 
加 一 定量 的 二 价 锌 离子 或 钴 离子 会 引起 CD 光谱 的 明显 变化 ,提示 锌 指 结构 得 以 重建 :最 后 ， 
在 蛋白 酶 的 作用 下 ,发 现 外 加 的 锌 离子 能 够 使 多 肽 对 胰 蛋 占 酶 变 得 不 敏感 。 

这 种 单一 结构 域 的 多 肽 在 研究 锌 指 结构 的 金属 结合 特异 性 上 也 是 很 有 用 的 .上 面 提 到 , 除 
(EBL DOS IROL ERAS Co^. 进一步 的 研究 证 实 Fe A Ni RES zea. 
通过 金属 离子 滴定 实验 可 以 测定 -- 系 列 金属 离子 解 高 常数 ,结果 显示 Zn!* 的 结合 强度 是 其 他 
EET 10-10 售 , 这 一 结合 强度 上 的 差异 也 可 解释 为 什么 不 同 金属 离子 在 恢复 EDTA 处 理 
过 的 TFT A 的 DNA 结合 活性 上 的 差异 。 | 

在 发 现 TF HA H 5 EHE SA ,在 其 他 和 蛋白 中 也 发 现 了 类 似 的 重复 序列 。 如 酵母 
转录 因子 ADR1I, 它 含有 2 个 连续 的 锌 指 序列 : 结 蜗 发 育 调控 蛋白 Krippel, 它 含有 5 TOX HU] 
序列 。 在 随后 的 几 年 里 ,有 大 量 的 DNA 序列 被 鉴定 编码 重复 的 锌 指 结构 域 。 推 测 人 的 基因 组 
中 可 能 含有 500 个 基因 用 来 编码 这 类 绪 构 域 。 在 一 个 蛋白 质 中 所 含有 的 锌 指 结构 域 数 日 变化 
较 大 ,从 1 一 37 个 都 有 报道 ,其 中 的 一 些 总 结 在 图 7,4 中 .实验 表明 ,这 些 含有 锌 指 结构 的 蛋白 
都 具有 序列 特异 的 DNA 结合 活性 。 

应 用 NMR 的 方法 ,可 以 通过 含 单一 锌 指 结 梅 的 和 多肽 来 确证 锌 指 结构 域 的 三 维 结构 ,这些 
多 肽 仅仅 含有 25 一 30 CREB ,但 是 它们 仍 可 以 在 湾 液 体系 中 折 和 亚 。 最 初 的 研究 是 来 自 
ADR1 上 的 一 个 乡 构 域 . 在 一 维 光 谱 中 清楚 地 显 未 ,多肽 经 历 了 从 没有 锌 离子 存在 的 无 序 结构 
到 外 加 锌 离子 后 的 有 序 结 构 的 转变 。 二 维 的 检测 方法 通过 测定 邻近 氢 原 子 的 距离 来 考察 重 哲 
eee. 在 其 他 一 些 多 肪 中 也 进行 了 类 似 的 研究 。 图 7.5 显示 了 一 个 推测 的 结构 ,二 个 半 
胱 气 酸 形成 一 个 发 夹 转角 结构 ,其 后 是 一 段 te. 这 一 结构 有 一 个 明显 的 特征 , 即 每 一 个 结 
构 域 的 氨基 端 和 头 基 端 彼 此 相距 较 远 ;这 一 结果 嗜 示 当 蛋白 与 DNA 结合 时 ,连续 的 锌 指 结构 
可 能 是 缠绕 在 DNA 上 的 。 忌 转录 因子 Zif268 含有 3 个 连续 的 锌 指 结构 ,它们 可 特异 结合 在 一 
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图 7.4 几 种 蛋白 中 的 锌 将 结构 的 数目 及 在 一 级 序列 中 的 位 置 


7.5 通过 NMR 的 方法 推测 的 单一 锌 指 结构 域 的 三 维 结构 以 及 
2 个 半 胱 氢 酸 和 2 个 组 氢 酸 与 锌 离子 头 合 的 情景 
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E DNA 序列 上 ,对 这 一 蛋白 进行 的 X 晶体 学 分 析 证 明了 上 述 的 锌 指 结构 以 及 锌 指 结 构 域 与 
DNA 作用 的 模式 。 图 7.6 示 出 了 这 一 结构 。 


图 7.6 Me RAS Zif268 的 三 个 镍 指 结 构 域 与 DNA 结合 的 示意 图 


除了 含有 与 TF É A 中 序列 要 类 似 的 这 一 大 族 蛋 白 外 ,又 鉴定 出 其 他 类 型 的 核酸 结 台 
白 , 它 们 也 含有 或 对 的 半 胱 氨 酸 和 组 氨 酸 ,推测 也 具有 金属 结合 的 结构 域 。 其 中 包括 胆 冉 酬 受 
体 超 家 族 的 成 员 , 它 们 其 有 一 个 约 合 66 个 揭 基 酸 的 结构 域 , 其 中 包含 了 9 个 保守 的 半 脱 氨 酸 。 
这 些 半 胱 氨 酸 组 织 成 2 个 相对 独立 的 功能 单位 ,每 一 个 功能 单位 含有 一 个 与 4 TOERERUE RE 
合 的 锌 离子 .已 通过 NMR 技术 和 蝇 体 学 的 方法 确定 了 这 些 结构 域 的 三 维 结构 ,一 个 有 趣 的 性 
上 质 是 ,单一 的 锌 离子 结合 的 功能 单位 在 DNA 识别 中 并 不 十 分 重要 ,但 是 在 诱发 看 白质 的 二 诊 
合 方 面 却 发 挥 重要 的 作用 ， 

ATE ARBRE EEA HY SA GALLESE Zn; CCys?, 结构 。 通 过 NMR fl X & 
万 体 学 方法 也 已 确定 了 它 的 结构 。GAL4 中 含有 冬 离 子 的 最 初 证 据 来 自 遗 传 学 研究 。 在 一 株 
GALA HARE ROBE GAL: 的 基因 调节 活性 仅 当 在 培养 基 中 补 加 锌 离子 后 才能 恢 
复 . 这 一 突变 株 是 将 保守 的 脐 氮 酸 变 为 亮 算 酸 , 结 构 分 析 表 明 原 来 的 且 扯 酸 是 处 于 顺 式 肝 键 的 
构象 ,这 种 构象 有 利于 有 睛 氨 酸 处 于 肽 键 的 氨基 端 。 看 来 突变 的 GALA 对 金属 离子 的 亲和力 下 
降 , 是 因为 缺乏 哺 握 酸 提供 的 顺 式 肽 键 。 

另 一 个 家 族 是 反 转 录 病 毒 的 核 衣 壳 蛋白 ,它们 具有 1-2 个 金属 结合 序列 ,这 些 序列 包括 
3 DEKARA- ^ 2H ER . NMR. 研究 证 实 了 这 些 结构 域 的 二 维 结构 .EXAFS 实验 证 明 在 完 
整 的 反 转 录 病 毒 里 粒 中 含有 锌 离子 .因为 每 一 个 这 样 的 病毒 晒 粒 大 约 的 直径 为 50 nm HFA 
& 24 1000 个 拷贝 的 核 衣 壳 蛋 白 ,因此 病毒 内 部 的 锌 离子 浓度 接近 1 mmol/L. 
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(c) fa T dp A 


H7.7 —ÉHWi ibid Op T G6 SH 


在 这 些 功能 特异 的 蛋白 家 族 中 ,结合 锌 离子 的 结构 域 是 很 不 同 的 ,如 图 7. 7 所 示 。 在 所 有 
这 些 重 白 中 ,已 经 证 明 锌 离子 的 结合 会 引起 蛋白 的 结构 发 生变 化 并 使 其 得 到 稳定 的 作用 ,很 清 
楚 , 对 大 分 子 之 问 的 相 续 作用 来 说 ,自然 界 利 用 金属 离子 的 配 位 能 力 产生 或 稳定 其 结构 是 非 党 
EEH. 
此 外 , 锌 的 结合 可 能 调节 与 核酸 的 结合 ,进而 调节 基因 的 表达 。 正 如 在 第 5 章 和 第 6 章 中 
所 讲 ,一 些 对 金属 诱导 的 基因 调控 蛋白 已 绎 鉴定 出 来 。 也 许 , 锌 离子 仅仅 是 这 些 蛋 白 中 的 结构 
分 子 , 抑 或 它 同时 又 是 基因 调控 网 络 中 的 信息 分 子 或 信使 。 时 间 将 说 明 这 一 点 。 
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7T.L.c 人 钙 结 合 蛋白 :结构 互 变 稳定 作用 


很 多 信号 传导 过 程 涉 及 到 Ca:+ 的 释放 ,细胞 内 Ca** 淡 度 的 升 高 可 以 被 一 类 钙 结 合 蛋 白 感 
知 .这 类 蛋白 家 族 中 的 一 个 典型 代表 是 钙 调 蛋 蚀 , 它 将 体内 钙 污 度 的 变化 与 很 多 酶 的 活性 状态 


(ABEL WE ARAE NAD 激酶 ERO EBERT Ca^* 2€ ATPase. 


钙 调 蛋白 是 一 条 多 了 瑟 链 , 它 包含 148 个 氨基 本 ,可 以 结合 4 Cat, 征调 蛋白 的 一 级 序列 
在 不 同 物种 中 是 非常 保守 的 . 它 含 有 4 段 在 其 他 铅 结 合 蛋白 中 存在 的 序列 ,这 些 序列 的 结构 已 
经 通过 晶体 学 的 方法 得 以 确证 ,首次 观察 到 的 结构 是 在 小 白 蛋 白 (parvalbumin) 中 ,并 且 命 名 


为 EF- 手 (EF-hand) 中 ,这 里 ,E 和 F 代表 a 螺旋。 这 一 结构 包括 一 段 由 约 10 个 氨基 酸 组 成 的 


o- 螺 旋 ,一 个 10 个 氮 基 酸 组 成 的 环 , 和 第 二 个 a- 螺 旋 。 以 下 是 小 白 蛋白 中 的 2 个 钙 结 合 EF- 手 


的 序列 和 4 个 钙 调 蛋白 的 相关 序列 。 


ADDVKKAFAII D Q D 
DGETKTFLKAG D 5 D 


IAEFKEAFSLF D K D 
EAELQDMINEV D A D 


EEEIREAFRVF DK D 
DEEVDEMIREA N I D 


黑体 字母 表示 与 钙 结合 的 位 置 .这 些 残 基 是 通过 侧 链 的 羧基 38 4 sk NERA IC sk Et Ik pk REOR 
的 集团 与 钙 结 人 台 的 。EF- 手 结构 域 是 成 对 出 现 的 , 当 一 个 EF- 手 序列 与 一 个 钙 结合 时 ,这 一 对 
EF- 手 的 两 个 会 通过 非 极 性 侧 链 互相 堆积 在 一 起 .图 7.8 是 钙 调 蛋白 中 2 个 EF- 手 单位 的 一 个 


G m 


m o 


D Q 


5 GF I 
D GK I 


D GT I 
N GT I 


N GY I 
D GQ V 


EED E 
GVD E 


TTK E 
DFP E 


SAA E 


NYE E 


LKLFLQNFKA 


FTALVKA 


LGTVMRSLGO 
FLTMMARKMK 


LRHVMTNLGE 
FVOMMTAK 


的 结构 示意 图 。 更 详细 的 结构 ,包括 钙 离 子 周围 的 整合 环境 , 示 于 图 7.9. 


图 7.8 一 对 EF- 手 结构 域 的 示意 图 
显示 Ca 结合 环 区 和 两 个 结构 域 术 互 的 堆 熏 


每 一 个 销 离 子 的 配 位 数 是 7, 分 别 是 和 3 个 天 门 冬 氨 酸 或 天 门 冬 栈 胺 .1 个 洛 氮 酸 、1 个 肽 


BOREAL 个 水 分 子 。 这 些 结 台 部 位 对 金属 的 特异 性 是 很 重要 的 。 鳃 反应 重 日 必须 能 在 其 


T B29 THERA MN ACRES EF 两 段 媒 旋 ,并 形成 螺旋 - 环 RE. 
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图 7.9 EF- 手 结构 域 的 结构 
结构 显示 了 EC IB) FCA Ca 结合 部 位 的 位 置 
{图 中 还 示 出 7? 个 和 辆 结合 的 氧 原 于 ,它们 来 自 氨基 酸 仙 链 , 肘 链 骨架 和 水 ) 


他 高 浓度 的 离子 ,如 镁 离子 溶液 中 特异 地 识 蜀 钙 离 子 。 EF- 手 的 这 种 高 瑟 位 数 结合 更 有 利于 对 
辆 而 不 是 镁 的 结合 ,因为 后 者 相对 较 小 。 对 于 钙 调 蛋白 而 言 ,Ca** 的 解 离 常 数 大 约 在 1077 
10 ‘mol/L, RE EMRE MAA 10 mol/L. 

通过 六 射线 晶体 学 方法 ,已 经 知道 了 钙 调 蛋白 的 结构 ,如 图 7. 10 所 示 。 整 个 分 子 皇 现 为 
WE SH. 一段 长 而 暴 能 的 "螺旋 将 2 个 EF- 手 结构 域 连接 起 来 。 这 段 螺 旋 是 由 下 结构 域 2 的 了 
螺旋 延 什 与 结构 域 3 的 下 螺旋 直接 相连 。 在 暂 调 蛋白 和 肌 钙 蛋白 C 中 出 现 的 这 样 一 段 长 而 暴 
露 于 溶液 中 的 二 螺 旋 是 很 少见 的 。 这 上 段 螺 旋 看 来 是 遂 过 在 其 上 的 : 和 ;十 4 位 置 的 带 正 电 氨基 
dys, arg FUSE fft RRM (asp, glu) 之 间 的 盐 键 而 得 以 稳定 的 。 下 文中 还 会 讲 到 ,这 种 螺旋 
必须 是 亚 稳定 的 ,因为 当 钙 调 蛋白 与 靶 分 子 结合 后 ,这 段 蛋白 应 当 发 生 合适 的 构象 变化 。 最 后 
一 个 值得 注意 的 方面 是 在 哑铃 的 两 个 球 部 表面 有 大 块 的 醉 水 表面 。 这 些 朴 水 块 被 高 度 负电 势 
的 区 域 所 用 绕 。 

正如 早已 提 到 的 , 钙 调 蛋白 能 够 调节 很 多 酶 的 活性 , 钙 调 蛋白 与 它 的 彼 分 子 结 仿 的 非常 
牢 , 解 离 常 数 通 常 为 10 一 100 nmol/L 或 更 小 .这 两 个 事实 表 商 上 似乎 有 些 了 矛盾 ,因为 这 很 难 理 
解 它 可 以 和 那么 多 的 底 物 结合 而 每 一 种 结合 都 具有 如 此 高 的 亲和力 。 目 前 已 经 从 和 蛋白质 结构 
的 角度 解释 了 这 一 疑问 。 辆 调 蛋 白 能 够 与 多 肽 结合 ,并 且 能 够 形成 高 亲和力 的 大 性 ,双亲 或 
a- 螺 旋 结 构 。 对 这 些 与 钙 调 蛋白 结合 的 多 肽 所 进行 的 序列 分 系 和 突变 研究 以 及 化 学 方法 都 显 
示 与 钙 调 蛋白 结合 的 区 域 是 很 小 的 ,大 约 有 20 个 氨基 酸 ,它们 具有 正 电 荷 并 能 形成 双亲 的 螺 
旋 结 构 , 图 7.11 给 出 了 - 些 例 子 , 显 示 这 些 部 位 以 及 模型 多 肤 的 序列 , 它 可 以 和 钉 调 蛋 魏 很 牢 
因 地 结 合 。 应 用 莹 光源 白 和 亲 和 成 像 标记 技术 表明 多 肽 的 朴 水 部 分 在 与 钙 调 蛋白 作用 时 有 部 
分 的 包 埋 .进一步 , 双 标 记 多 肽 实验 揭示 这 一 多 肝 的 两 端 能 够 与 钙 调 蛋白 的 两 个 结构 域 同 时 发 
生 反 应 。 这 一 结论 有 些 令 人 吃惊 ,因为 在 保持 中 间 的 连接 <- 螺旋 不 被 破坏 的 情况 下 ,两 个 芒 水 
面 发 生 反 应 是 不 大 可能 的 。 

由 以 上 的 这 些 结果 可 以 推测 ,中 间 的 螺旋 在 结构 上 一 定 是 具有 较 好 的 柔性 的 , 851838 PG 
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7.10 ”通过 XX HRABE 5 RE DOES AED A 


两 个 妹 型 结构 域 通 过 弯曲 来 与 靶 分 子 结合 ， 对 这 些 部 位 的 光 偶 联 实验 揭示 了 另 一 个 重要 的 结 
果 , 蛋 倪 酸 往往 是 这 一 修饰 的 残 基 ， 通 过 对 朴 水 表面 的 性 质 分 析 提 供 了 一 个 简单 的 解释 cfe i 
水 表面 的 可 及 表面 中 ,有 大 约 50% 是 由 Met 提供 的 。 这 一 结果 的 重要 性 在 于 Met 是 一 种 疏水 
氨基 酸 而 且 是 不 分 支 的 ,因此 其 有 较 好 的 柔韧 性 ,关于 能 以 高 紊 和 力 与 不 同 的 靶 分 子 结合 这 一 
费解 问题 的 解释 ,关键 可 能 在 宇 能 够 和 钙 结 合 的 球体 的 疏水 表面 ,而 这 两 个 球体 彼此 又 通过 一 
个 柔性 区 连接 起 来 。 

以 上 的 这 一 假说 已 经 通过 对 两 个 钙 调 蛋白 - 靶 分 子 配合 物 的 结构 研究 得 以 证 明 。 图 7. 12 


TERT ELE Pk Ya BS KR RK KN AliSAKNREFKKASS 


SHURE SEER RRKWMÉEOKTÉHANRA É£GRLSSS 


KAAMKABRVABSALG 


钙 凋 蛋白 激酶 
PR QL MFR GENRBOTR) KvVNESS 


7. 11 一 些 受 钙 调和 蛋白 激活 的 蛋白 质 中 与 钙 调 蛋 自 结合 部 位 的 握 基 酸 序 列 
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显示 了 其 中 一 个 配合 物 与 自由 状态 的 钙 调 蛋白 在 结构 上 的 比较 。 RT'ES ALLER EIS E 


激酶 的 一 段 含 26 个 氨基 酸 的 多 肽 能 够 与 钙 调 下 电 疆 合 ,对 这 一 络 台 构 应 用 厂 NMR 方法 进行 
了 分析 .用 ”"C 和 2N 对 钙 调 蛋白 作 了 均匀 标记 ,这 有 利于 通过 核 之 问 的 偶 联 来 区 分 蛋白 与 蛋 


777 Ca 
(a) a ese Pha ETT 


vtri A: E1- RERO yb 


ere U 


mm a 1 
(b) Ë 


7.12 SWESS TRE m ERE 
(a) PRIME Cb agit NMR Arm ong 29 9 [8] < 
GERE OF Ae hal Ae E 3] @ 18 0 rh h n ba OE E RS Bc 


白 ,蛋白 与 多 肘 之 间 的 相互 作用 。 这 一 配合 物 是 迄今 用 NMR 分 析 的 最 大 的 结构 。 男 外 -个 用 

X HAA EA SHA DEK PRR ARR RSA 20 个 氨基 酸 的 

多 肽 与 智 调 和 罩 直 的 配 人 台 物 。 这 两 个 和 多肽 显示 了 一 些 相 同 的 特征 ,包括 类 似 序 列 
Trp—X;— Ala— Val X; — CPhe, Leu) 

Trp fll $5 3r ay SC 35 R9 55 P518 SR C 389 35% ËJ ER P EG FUK H Sh 4, (Phe. Leu) KM 5 34 AE 

BY BRAK See Ala-Val 区 域 则 与 连接 球体 的 螺旋 区 反应 .与 球体 上 的 Met 相 接触 的 位 点 也 

已 观察 到 ， 每 - -个 配合 物 在 结 攀 上 呈现 一 轴 对 称 ,在 游离 钙 调 熏 月 中 的 螺旋 则 呈现 为 弯 几 状 


A 


Hina 


现在 我 们 来 看 一 下 钻 离 子 在 这 一 过 程 中 的 作用 。 已 通过 大 基 的 光谱 学 实验 和 化 学 标记 实 
验证 实 钙 与 钙 调 重 口 的 结合 会 引起 钙 调 蛋白 明 显 的 结构 变化 。 尽 管 对 完全 脱 钙 和 部 分 结合 
的 钙 调 重 白 的 结构 知之 尚 少 , 但 有 一 点 是 清楚 的 , 即 EF- 手 功能 单位 所 组 建 的 球体 的 构象 和 刚 
性 在 很 大 程度 上 是 依赖 于 钙 的 结合 .上 面 提 到 的 疏水 表面 在 钙 结 全 前 是 不 存在 的 ,这样 就 排除 
了 它们 与 总 分 子 的 作用 .通过 这 种 途径 , 当 细 胞 内 和 钙 离子 浓度 增加 到 足以 使 钙 调 蛋白 与 钙 结 合 
的 浓度 时 ,引发 了 钙 调 蛋白 的 结构 的 变化 , 导 孝 氏 调 蛋白 与 部分 子 的 结合 进而 导致 萎 分 子 的 活 
ft. 


目前 关 十 细 隐 内 和 暂 浓 虚 变 化 的 证 据 已 经 待 到 。 最 直接 的 证 据 来 自 应 用 膜 穿 得 性 的 钙 结 台 
染料 ,如 Fura 2. 这 些 染 料 的 作用 基础 如 图 7.13 Bro. 作为 应 用 这 种 染料 的 一 个 例子 ,让 我 们 
KAS aT AB EB SE R24 yo P kB. FF RAE [H] ERE Z, (phenylephrine) Qh FH ER AR NLP 
滑 肌 细胞 的 效应 .在 处 理 前 ,通过 人 在 350 nm 和 385 nm 好 的 荧光 激发 .染料 Fura-2 显示 细胞 内 
的 钙 离 子 浓度 为 150 nmol/L, 加 入 10 mmol a-E& 3E-B- HI Riz i [BIS Jk ES EA £5 Ea +- 
的 水 平 升 高 了 0.5 mmol/L, 钙 高 子 被 认为 是 -种 第 二 信使 ;第 一 信使 即 在 细胞 表面 药物 深度 
的 增加 ,转化 为 钙 浓 度 的 增加 ,后 者 通过 钉 调 一 白 和 其 他 钙 结 合 蛋 白 的 作用 来 影响 细胞 内 的 代 
谢 过 程 。 


10r 0 t mmol T. 


N(CH;COO"), N(CH,COO") 
CCH,CH;O 


CH, 


Pk (sna 


El7.13 铬 结合 染料 与 钙 浓 度 的 关系 
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72 金属 离子 对 核酸 结构 的 稳定 作用 


核酸 是 多 聚 负电 荷 , 因 此 它 需 要 相反 的 电 性 来 稳定 结构 .这 些 相反 的 电荷 被 用 来 部 分 或 全 
部 中 和 磷酸 集团 的 负电 和 荷 ,以 便 电 脉冲 不 会 引起 不 良 的 结构 演化 .这 种 电 性 中 和 的 任务 是 通过 
一 些 非特 异 的 配合 物 来 完成 的 ,这 些 配合 物 含 有 Nat KO Mg" 或 是 通过 精 胺 上 的 带 正 电 的 
REEK, 在 有 些 情况 ,特异 性 较 好 的 金属 结合 部 位 已 经 被 鉴定 出 来 . 以 下 讨论 一 些 有 代表 
性 的 例子 。 


7.2.a 转运 RNA 

对 RNA 的 结构 了 解 的 比较 清楚 的 是 各 种 类 型 的 +RNA。 这 些 tRNA 分 子 , 正 如 在 3. 2b 
中 所 讨论 的 那样 ,含有 约 80 个 碱 基 , 并 且 折 玖 成 L 型 结构 。 金 属 与 tRNA 的 结合 作用 被 详细 
研究 过 ,无 论 是 着 眼 于 金属 对 RNA 的 稳定 作用 ,还 是 在 和 射线 晶体 学 研究 中 制备 重金 属 街 生 
$5. 图 7.14 Hog T Ei Phe-tRNA 与 金属 离子 结合 的 位 置 ， 


图 7.14 通过 X 射线 晶体 学 方法 确定 的 几 个 tRNA 上 的 金属 结合 位 点 


对 稳定 结构 有 重要 作用 的 部 位 是 能 被 Mg" Mn? -占据 的 位 置 , 尽 管 这 两 个 位 置 在 结构 土 并 
不 完全 一 致 。 在 溶液 中 进行 的 结构 稳定 性 的 测量 ,显示 这 些 位 点 在 也 环 和 工 环 上 (图 3.14)。 

图 7.15 显示 了 通过 射线 晶体 学 的 方法 所 确定 的 Mg 的 结合 位 置 。 

在 前 述 讨论 的 蛋白 质 中 ,金属 结合 部 位 与 核酸 结合 部 位 之 间 存 在 着 重要 的 关系 .在 蛋白 质 
中 ,金属 离子 往往 是 接近 或 完全 脱水 的 , 它 的 所 有 滚 相 中 存在 的 水 分 子 都 被 重 口 质 的 抽 链 所 取 
代 。 相反 ,在 tRNA 和 其 他 的 一 些 核酸 分 子 中 ,大 多 数 的 水 台 分 子 仍然 保持 配 位 作用 ,仅仅 有 
1 个 或 ?2 个 核酸 的 侧 链 集团 与 金属 离子 直接 结合 。 水 分 子 占据 的 整合 位 点 对 金属 离子 的 结合 
特 丘 性 仍然 是 很 重要 的 ,因为 它们 介 导 核酸 于 的 厨 酸 和 其 他 基 团 之 间 的 氢 键 的 反应 。 
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图 7.15 BEBE IRNA"" EA) Me: 结合 位 点 的 结构 


7.2.b RNA 分 子 的 催化 活性 

近年 米 一 个 最 重要 的 发 现 是 某 些 特定 的 RNA 分 子 能 够 在 有 些 生 化 反应 中 起 到 催化 剂 的 
作用 。 已经 有 一 些 不 同 的 具有 催化 活性 的 RNA 分 子 a PFE BS (ribozyme) ,被 鉴定 出 来 ,并 用 
在 进行 结构 与 功能 的 研究 。 在 这 些 分 子 中 的 金属 离子 的 作用 也 在 研究 中 ,现在 已 经 明确 金属 
离子 是 通过 两 种 途径 发 挥 作用 ;, 道 过 稳定 RNA 的 结构 和 通过 参与 化 学 反应 。 从 四 膜 虫 Te- 
trahymena thermophila 中 来 源 的 一 个 能 上 自 切 割 的 内 含 子 是 目前 广泛 证 究 的 一 个 例子 ,图 7. 16 
显示 了 它 的 二 级 结构 ,这 个 RNA 分 子 在 缺乏 Mg^ RI Mn! 的 情况 下 是 没有 活性 的 。 其 他 的 高 
了 如 Ca 一 .Ba 和 Sr 能 降低 RNA 分 子 对 Me?! 或 Mn*+ 的 需要 .但 单独 的 任何 离子 均 不 能 
产生 有 催化 活性 的 分 子 . 应 用 目前 发 展 起 来 的 一 项 技术 一 一 羟基 放射 印迹 技术 (hydroxyl rad- 
ical footprinting) , Biz fiU RNA 的 四 级 结构 ,来 直接 跟踪 这 些 离子 的 不 同 作 用 . 这 种 方法 
以 前 曾 用 十 研究 DNA 分 子 ( 见 11.4.e 节 ) .在 这 种 方法 中 ,羧基 的 放射 性 是 通过 Fe' (EDTA) 
和 过 氧化 氢 来 对 RNA 进行 切割 和 放射 标记 的 。 切 割 位 点 可 以 通过 检测 凝 胶 电 泳 经 放射 自 显 
影 后 显示 的 切割 片段 的 大 小 来 确定 ， 在 不 同位 算 的 切割 速率 依赖 于 分 子 的 折 释 结构 。 应 用 这 
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T'Sabe £245] H5 Ir 


Ig], 2:0 6 mmol T. 


[Mg], m0 9 = 


E 7.16 四 膜 虫 的 一 种 癌 自 切割 的 内 含 子 在 结合 Me IS RES 


一 方法 已 经 证 明 1 mmol/L Ë Mg*!' 和 Ca*'! 能 够 产生 完全 折 委 的 分 子 ,这 种 分 子 不 会 像 没 有 打 
TERI RNA 分 子 那 样 被 切 制 ,尽管 道 过 肉 基 放射 切 制 保护 实验 让 明 Ca*+ 结 合 的 分 子 与 Mg! 结 
合 的 分 子 具 有 几乎 - 样 的 结构 ,但 是 前 者 不 具有 催化 活性 , 当 补 加 了 Meg”!* 后 则 可 诱导 出 催化 
活性 。 因此 ,Mg*! 对 于 核 酶 共有 独特 的 作 几 ,在 RNAase POR BEL" 核 酶 中 ,也 观察 到 金属 高 
子 的 这 种 双重 作用 。 


7.2.c Fak 
i DNA 的 结构 比 RNA 的 结构 要 规则 ,在 太 多 数 情况 下, DNA SE ELE ELIT] Watson- 
Crick 双 螺 旋 结 构 。 但 是 也 有 特殊 结构 的 DNA 存在 ; 症 粒 就 是 一 种. 这 种 结构 存在 于 染色 体 的 
末端 。 在 染色 体 进 行 复制 时 ,这 种 结构 的 存在 可 以 确保 染色 体 术 端的 遗传 信息 个 丢失 。 
从 四 膜 虫 来 源 的 -种 端 粒 序列 如 下 : 
5'-"GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG -3' 
8'-CCCCAACCCCAACCCCAACCCC-5' 


实验 证 明 SAU EFE PL 65 ARE HR Ar EE G BJ t fb 3k Fa EER SERRA. 
(MRK Eny yta RASS XR S ge pd ib aK, AAT GERE RLES 
定 其 中 的 一 种 结构 ,页 钢 离 子 则 对 其 他 种 的 结构 更 有 效 。 锦 稳定 的 侍 构 是 一 种 二 集体 ,其 3 突 
计 端 发 和 牛 自身 折 回 ,这 特殊 的 几何 结 村 已 通过 化 学 保护 实验 得 以 证 实 。 在 这 一 结构 中 ,有 8 
个 乌 嗓 蛤 残 基 的 Oe 氧 原子 形成 .个 空 润 ,正好 适合 鲜 离 子 的 大 小 , 图 1.7 是 这 种 推测 结构 的 
AER. 

最 近 ,通过 NMR fü X SRR TIA HE ORE Y % Fh3 29 [E] 7.17 显示 了 已 经 确切 
证 用 的 二 种 结构 .在 50 mmol/L NaCl 溶液 中 刷 备 的 含 序列 dCG,T,GO B] C RA, H NMR 技 
R ,证 明 这 一 结构 含有 “种 鸟 味 叭 组 成 的 四 豆 物 ,进一步 的 研究 也 者 支持 图 7. 17 显示 的 结构 : 
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d'G Ss d(G.T,G2 
NMR de 
x 射线 


d(TG,T) 
NMR 


图 7.17 通过 NMR 40 X BER S (6658 75 3 SRCE B) HME BERS OR AH RRSRHEH 


相 邻 的 DNA 双 链 ,有 一 半 处 于 平行 , 另 一 半 处 于 反 平 行 . 在 100 mmol/L NaCl 中 制备 的 含有 
序列 dCTG,TO PUE GE B5 NMR 分 析 表 明 存 在 另 一 种 不 同 的 结构 ,所 有 的 DNA 双 链 都 处 于 于 
行 状 态 。 己 经 在 含有 60 mmol/L K 的 溶液 中 培育 出 了 这 一 蜡 体 ,结构 证 明 存 在 第 一 种 结构 ， 
项 是 平行 和 反 平 行 的 温 合 淘 ,但 是 具有 完全 不 朵 的 连 楼 方式 .在 晶体 结构 分 析 中 一 个 意外 的 发 
现 是 ,在 鸟 味 叭 四 聚 体 的 中 心 企 在 部 分 无 规则 的 钾 离 子 。 关 上 上 这些 和 其 他 结构 的 稳定 性 ,还 需 
大 二 的 化 学 和 生物 方面 的 研究 ,一 神 可 能 是 这 种 不 同 结 构 的 转换 是 依 玫 于 金属 离子 的 . 


7.3 得 白质 连接 到 金属 结合 的 DNA 上 


DNA 上 不 同 的 特定 序列 所 形成 的 不 同 结 构 用 来 控制 细胞 的 很 多 功能 ,如 转录 的 进行 。 我 
们 已 经 清楚 ,含有 锌 离 了 的 锌 指 结构 域 是 如 何 与 DNA 结合 并 激活 基因 的 。 最近 ,实验 表明 , 顺 
铀 抗 瘤 药物 对 DNA 的 修饰 所 引起 的 结构 变化 导致 了 细胞 内 的 特异 性 蛋白 质 对 这 一 段 DNA 
的 结合 ,这 一 发 现 进 一 步 证 实 了 金属 离子 能 够 诱发 生物 大 分 子 折合 成 合适 的 构象 ,进而 改变 它 
们 的 生理 状态 . 随 着 我 们 对 这 方面 的 知识 的 增多 ,完全 可 以 设计 一 些 用 于 化 疗 的 合金 属 的 配合 
物 。 


7.3.a ” 顺 铂 抗 癌 药物 对 DNA 的 解 旋 和 弯曲 作用 

当 液 相 中 的 顺 铀 ( 见 第 5 EO 5; DNA 反应 时 ,会 有 很 多 加 合 物 形成 ,其 中 最 主要 是 产生 如 
RAE BÉ iezs-[PLCNH? {d(GpG)} TRU eis-CPAONHS? (d(ApG)1], E ff X £f n J 90% 
的 处 于 结 台 状态 的 铂 。 瘤 定 惠 者 体内 能 够 形成 和 保持 这 种 产物 的 能 力 被 认为 与 顺 铂 药 物 的 疗 
MAX. 通过 NMR Obi eb ab X 射线 衍射 技术 已 经 确定 卫 铂 与 DNA 碱 幕 的 结 人 台 位 置 。 
在 这 些 实验 中 ,首先 合成 后 的 塞 聚 核 基 酸 ,然后 与 is-DDP 肥 应 ,产物 通过 HPLC 进行 分 离 和 
纯化 。 对 主要 产物 cfs-[PtC(NHi d (pGpG2 | ER NMR 谱 分 析 表 明 , 铂 与 西 个 鸟 呆 哈 的 NT 
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See if 5 EY PIR RU C3'-endo 构象 。X 线 晶体 学 方法 进 - 步 证 实 了 这 一 结论 并 
HBT BAER MAM. EERE d(pGpG) dh , EB k 5 5' 0 BJ B$ Ba EE DRE JÉ CBE BST W 
I]. 17.18 显示 了 这 一 结构 。 


图 7.18 半 射 线 晶 体 学 方法 揭示 的 d( pGpG 7 的 顺 铂 加 合 物 


这 些 性 质 在 长 的 寡 了 课 核 董 屋 中 也 是 成 立 的 ,在 那里 链 内 的 dCGPG) 或 dCApG) 的 外 化 物 是 被 包 
May, MBAS SAREE HA : 面 角 的 范围 在 75 一 90" 之 间 : 而 在 没有 铀 早 
侣 的 B-DNA 中 ,这 一 角度 二 士 10"。 这 种 碱 基 的 去 堆积 ,导致 了 DNA 和 铂 结合 位 置 上 的 突出 定 
向 弯曲 。 

这 种 弯曲 结构 在 涂 胶 电泳 中 已 经 得 以 确定 , 舍 有 单个 cis-[Pt (NH): {dCGpG))J 或 单个 
cis- [Pt (NH; Id CApGO ) TAL ERE cc HE ERE (E 7. 19)。22 个 碱 基 长 度 的 铂 化 产物 会 形成 四 
素 . 开 聚 和 六 聚 的 产物 ,相应 的 分 子 长 度 为 88.110 和 132 个 破 基 长 度 ,这 些 分 子 训 以 通过 端 基 
与 端 基 的 相连 形成 多 边 形 .这些 线性 寡 聚 物 在 妊 胶 电泳 中 的 迁移 率 表现 为 迟滞 效应 ,这 暗示 在 
diGpG) 和 daApG) 中 多 结合 位 置 的 弯曲 角度 为 32" 或 34^ ER Fe SE SR NZ 位 
的 铂 化 ,DNA 沿 着 大 沟 的 方向 发 生 折 蔡 ,图 7. 20 显示 了 cis-DDP- 铂 化 的 DNA 的 一 个 折 梧 的 
结构 。 这 种 折合 产生 了 一 种 不 同 ] 止 常 的 B-DNA 的 形状 。 

道 过 重复 这 些 实验 和 改变 铂 在 窒 取 物 上 的 结合 位 置 ,有 可 能 观察 到 含有 d (GpG ) RI 
d(ApG) 交 联 的 DNA 所 发 生 的 局 部 握 曲 或 去 缠绕 上 次 曲 角度 ,正如 在 图 7. 19 所 显示 的 ,在 效 
胶 中 的 最 大 迁移 率 对 应 业 铂 与 塞 聚 物 结合 的 一 种 最 佳 状态 ,这 时 , 铂 原 子 之 间 有 21. 38 个 碱 基 
对 的 距离 。 正常 DNA 的 螺 距 为 10.5 个 碱 基 对 ,因此 二 个 螺旋 对 应 了 于 21.0 ARE, 这 一 事 
实 显 示 在 铂 结合 的 双 螺 旋 币 ,每 一 个 结合 的 铂 原 子 导 致 了 螺 距 有 0.38 个 碱 基 的 延长 ,相应 的 
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就 有 (0. 38/10. 50 X 360^ — 13^ 89238 HAR 342 cis-DDP SE SUE d GpTpGO RAZ, DNA 会 
产生 23* 的 去 缠绕 (图 7.19)。 有 趣 的 是 ,在 用 其 他 无 化 疗 作用 的 铀 化 合 牧 进 行商 似 实 验 时 ,并 
没有 像 顺 铂 那 样 会 引起 DNA 的 折 和 要 或 双 链 的 去 缠绕 ， 
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图 7.19 AMRA CTOPHMIBSTE RR SRE ESE DNA Bod gr 

—B £ nii BE We Ec EP B 2 $Ñ 4k, AR Ja H S 35 BEB X CEP 22 BE 8 DE 
DNA EREE at SERES SË Ja sy Boc 265 R :测定 这 些 产 物 的 电泳 迁 
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图 7. 20 iubar rnv M DIS gg BA TAKA SE DNA 的 弯曲 结构 


73b SuEÉXEOIMMCO&EBDS S IBEESEEPI d(GpG sk d CApGO 


交 联 DNA 的 识别 和 结合 作 


用 


对 顺 负 作用 机 制 的 研究 的 一 个 主要 目的 是 揭示 该 药物 和 其 类 似 芹 是 如 何 选择 性 的 破坏 肿 
38) ZU ED WG Zee PEAY BARE FEA Le. -个 可 能 的 假 遂 是 铂 化 的 DNA 在 这 


二 种 细 上 胞 中 的 命运 中 不 同 的 .。 例如， 
复 , 而 写 在 肿瘤 细胞 中 就 更 具有 毒性 


如 果 钠 导 敏 的 DNA 38i Borde AE WP S A 8 rh E SE REEE 
LE .在 对 这 一 -假说 作 进一步 的 检验 时 ,有 几 个 实验 室 已 经 在 


人 大体 细 欧 的 细胞 核 和 细胞 质 中 鉴定 
结合 。 图 7.21 ER TERRE E 
Sie DNA 切 制 为 短 链 , 对 其 进行 铂 化 


出 了 几 个 蛋白 质 ,它们 可 以 和 省 有 铂 化 产物 的 DNA 优先 
实验 中 证 实 这 些 因子 的 存在 ,应 有 限制 性 内 切 酶 将 长 的 双 
.标记 并 在 细胞 抽 提 物 存 在 和 不 车 在 的 条 件 下 进行 非 变 性 


EZ Uk ,大 细 胞 抽 提 物 存 在 的 情况 下 ,相应 标记 DNA 迁移 率 的 降低 表明 有 蛋 由 因子 的 结 


138 


"w oon 标记 铂 DNA 
由 rin —— 
o ACHR OA DNA 


Pn d 
I 


结构 特异 识别 蛋白 


细胞 担 取 液 


- BBA Flt DNA 


mamam E G d RGODNA 


ma | 铂 标记 DNA 
Tie 0 HO 
FE IN ds B Fe SE 12 


图 ?7.21 通过 凝 胶 迁 务实 验 检 测 在 细胞 提取 物 中 存在 的 结构 特异 的 识别 二 和 白 
带 负 电 的 DNA 分 子 在 依 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 从 顶端 ( 亲 极 ) 移 动 到 底 端 (阳极 )， 
FARRE GRET ERE 


各, 特别 的 ,用 蛋白 酶 进行 消化 后 ,可 恢复 DNA 的 迁移 率 。 在 这 种 情况 下 ,蛋白 因子 是 特异 地 
544 cis-DDP 的 DNA 结合 ,而 不 是 与 trans-DDP s& [Pt (dien)Cl ]' 结合。 几 这 种 位 点 被 特异 
修饰 的 DNA 分 子 , 研 究 者 们 证 实 被 识别 的 结构 是 
cis-[Pt(NH,),{d(GpG)} ] 或 eis- [PX ONH; (dCApGO ; 
形成 的 链 内 交 联 ,而 不 是 cs-[PtCNH) 4d GpTpGOO) 11,3 E LB BED AER. EIE REI D IK 
据 它 们 的 分 子 量 得 以 鉴定 ,并 被 命名 为 结构 特异 识别 蛋白 (SSRPs) ,分 子 其 分 别 约 28 kDa 和 
80 一 100 kDa, 
关子 这 些 和 蛋白 的 性 质 .近来 已 通过 簿 传 学 的 方法 知道 了 不 少 ,应 用 顺 铀 修饰 的 DNA 作为 
探 针 , 在 人 细胞 的 cDNA 表达 文库 中 进行 搜索 ,目前 已 获得 有 此 结合 蛋白 的 全 长 基 内 。 基 因 序 
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列表 明 ,81 kDa &EI,SSRP. 具有 很 多 带电 的 结构 域 ,并 且 上 共有 RAA 75 个 氨基 酸 的 序列 ， 
该 上 序列 与 核 重 白 HMG1( 久 ?7.22) 有 47% 的 同 源 性 ,该 段 序列 被 命名 为 HMG box, HMG 蛋白 
(之 所 以 如 此 称呼 是 因为 在 核 蛋 白 的 紫 腕 电泳 中 ,表现 为 较 高 的 迁移 率 ) 结合 在 DNA 的 十 字 
结构 下 ,并且 推测 在 转录 中 可 能 会 起 到 基 种 作用 ,但 是 在 细胞 内 的 确切 作用 尚 不 明确 。 它 的 分 
T hUM 24.5 kDa, FR CARA] HMGI BERE TS ELE OSI A 

ca-[P CNH;) d (GpO 1] 或 cis-IPEONH? d CApG2 ) | 

BEIN CREM DNA 上 ,但 不 能 与 含有 有 ci [PtCNH S (d4GpTpGO 1 11,3 #A KA DNA 或 有 
trans-DDP 8: Pt (dien)yC1 产物 的 DNA Zee. 


SSRP1 


: VKGMSKEKKEEWDRKÁEDARRL YE e 
GDVARKLÉBMWNN T AADDKOP Y EKKAAKLKEKYER LC 


7.22 SSRP1 中 的 HMG box 5 HMG1 的 序列 比较 


jx ESSE HL F A JJ Hh 3 BJ, HMG1 和 SSRP1 可 以 识别 在 DNA LIRR S| # £ DJ 
d(GpG) Al dLApCO RM iz s E p ER SBS IAEA BR DNA 形成 一 种 可 
被 HMG1 和 含有 HMG box HE Tp t ph EE. XX — B hy 8 fl T 25 VS DOE kS EE RA 
挥 .如 图 7.23 Bron , SRE AL J HH . 20 3E FE SSP 的 水 平 能 够 被 控制 的 话 , 那 这 些 
EREE Boer WT BE OE AS RR USE 


Mem 
1 


间作 为 切除 修复 铂 /DNA 损伤 的 第 d» 
EXE 

e W E Hh i PEL ER IE BITE 
Tm 

e GOPTIBR/DNA G TIR IE ES RS HRS, 
要 确保 封闭 复制 和 细胞 分 裂 

旬 顺 铂 的 复制 增强 件 用 和 转录 拙 制作 用 


7.23 结构 特异 的 识别 蛋白 SSRP SIRE HN DNA 的 结合 ,可 能 会 影响 基因 的 功能 
如 果 细 驳 内 的 SSRP KEARE RFT , 均 会 着 成 细胞 对 药物 的 敏感 
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7.4 作为 构象 探 针 的 金属 组 装 结 构 
金属 离子 能 够 将 小 的 分 子 组 织 成 台 适 的 构 型 ,后 者 可 以 和 特定 的 大 分 子 发 生 特异 性 结合 。 
近年 来 ,通过 这 种 引入 中 心 金属 离子 来 确定 三 维 结构 的 研究 发 展 很 快 .特别 是 研究 与 核酸 相互 
作用 的 配合 物 中 。 


æ - =. 
od do od 


S 2 x Z M 
DIT Pt PIT 
HN NH; HN NH, H-N NH; 
H,C— CH, H,C-—CH, H,C—CH, 
[(py);Ptteny)* [to -phen)Pt(en)]°* [(bipy) Pen)" 

(a) 内 催化 剂 的 * 射 线 纤 维 行 射 和 结构 
无 试剂 
无 试剂 
BU i 
((py);Ptery]?* 
((o-pher) Ptien]** 
|{bipy) Ptten}}?* 


(D 电泳 图 形 


7.24 X 射线 衍射 技术 确定 的 几 个 化 合 物 中 DNA 的 诗人 模式 
(a) 对 DNA EEA X HAH AM A RA RARI PRM ARAB OD EAE 
方向 10.2 A 015.1 À 的 强 反 射 是 金属 嵌入 物 的 象征 5:(b) 松 弛 坏 状 和 缺口 DNA 在 无 试剂 和 不 同 试 
剂 存在 情况 下 的 凝 腔 电 泳 图 谱 ( 注 意 到 只 有 屋 入 物 介 导 的 望 螺旋 形成 , 才 会 导致 迁移 率 的 变化 ) 
GRG: S.J. Lippard ct al. , Science 194, 726-— 7281976», 


7.4.a 金属 嵌入 物 

“HAE RARE RAH THEA FSM DNA 结合 的 方式 ,大 其 的 售 氮 杂 环 
配 体 具 有 平面 结构 的 阳性 金属 离子 配合 物 也 能 够 伐 入 DNA; 如 在 4 3 a 讨论 的 邻 位 排挤 结合 
模型 A Pt (terpy) (SCH,CH,OH) ]* 中 ,terbyridine 配伍 的 三 个 环 是 闪 平 面 的 ,这 种 构 
# AA FRAB DNA 中 (图 4. 37。 相 类 似 的 -系列 化 合 物 

[Pt(bpy)(en)]J' ,[Pt(o-pher) Cen) + 和 [Pt (py); (en) ^ 
也 具有 这 样 的 性 质 , 图 7.24 显示 了 通过 XX STÉE HS BOR GET BATA TILE IE DNA 的 
RAR. BIH TROE MAARA ,两 个 吵 喀 环 不 能 处 寺 共 平面 的 位 置 , 嵌 入 完全 是 离子 
性 的 而 没有 辅助 因子 的 参与 。 其 他 能 通过 和 鸯 入 而 与 DNA 结合 的 平面 金属 配合 物 是 金属 中 嘛 ， 
另 一 种 不 同 的 金属 和合 和 分子, 如 
MPE-Fe( I ff [PtCAO-en)Cl;] | «AO rf E) 

Te 1X 3S (trinh BLUES 53 ASW A SUSR3E2 [RT 7.25), X 8 n A uj i IEEE S 
DEMPERS DNA 共 价 结合 ([Pi1(AO-en)Cl,])。 尽 管 金属 嵌入 物 在 核酸 结构 的 研究 中 有 
很 重要 的 用 处 ,它们 在 自然 体系 中 还 并 没有 发 现 具 此 功能 。 


P ` 
ci” “NH: 


(4) MPE-Fe (Il) (hy [PHAC(CH,),an)Cl.)* 


图 7.25 二 个 金 必 嵌入 物 的 结构 示意 图 
GOMPE-Fe (C lI OO EPr(AO(CH, henL] o EH & Ji EE PPS BAL] DN A 的 碱 基 之 间 


7.4.b ”构象 识别 
虽然 双 链 DNA 形成 的 结构 与 对 DNA 进行 的 X 射线 入射 得 到 的 数据 很 相似 ,但 通过 高 
THEA ES RREFERA a DNA 的 结构 中 有 很 多 变化 ,除了 六 LB 型 和 
Z DNA 外 , 沿 着 一 个 给 定 的 DNA 分 子 螺旋 ,会 有 一 些 序列 特异 的 亚 结构 存在 。 道 过 X 射线 
MEETER NMR 光谱 学 方法 已 经 在 很 多 DNA 分 子 中 观察 到 这 种 现 人 每。 因为 这 些 方法 难 
在 较 大 一 些 的 DNA 分 子 中 应 用 ,不 仅 费 时 ,而 且 样 品 制 备 相 对 较为 困难 。 伯 溶液 体系 中 应 
用 间接 方法 对 DNA 和 RNA 结构 进行 研究 可 克服 这 些 困 难 ， 

早期 的 :个 有 趣 的 发 现 ES = (ERR BO C tris (phenanthroline). ] 配 合 物 的 两 个 对 应 
体 与 不 同 金属 离子 形成 的 配合 物 对 DNA 有 不 同 的 结合 力 。 利 用 这 种 对 应 体 选择 的 亲 和 性 有 
助 于 合成 Æ DNA 结合 金属 移 莹 合 物 ,这 些 敖 合 物 在 气 原 子 或 光化学 反应 引起 DNA MARY 
也 是 有 用 的 ， 
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[ A-Ru(TMP),]* A-DNA 


Bj7.26 一 种 优先 与 4 型 双 链 DNA 结合 的 人 金属 配合 物 


图 7.26 dE XE T. wis (3,4, 7, 8-VU HH EESERR MEO Ru CIO, [RaCTMPOs FRA BE 
ARAS M AES W BE ROSE IU Tg a edan BT mr ELS 4 raj DNA X 
用 A 型 的 比 B 型 的 多 ,如 DNA-RNA 杂 合 体 。 这 里 以 及 其 他 的 Ru ! 2468 ARER E 3641 S 
(Le RAPE DNA, 乒 者 涉及 到 单个 氧 原子 的 扩散 。 在 这 些 化 学 性 质 的 基础 一， 
[Ru(TMP);]*+ 被 用 来 研究 能 够 形成 A 型 结构 的 人 片段 DNA Zr. mik. … 些 新 型 的 Ru 和 
Rh tris(echelate? 芝 合 物 已 被 用 来 研究 溶液 决 态 下 的 RNA 的 四 级 结构 。 通 过 研究 这 些 化 合 物 
切割 DNA 的 相应 区 威 抵抗 降解 的 实验 ,如 tRNA ,我 们 可 以 获得 有 关 人 金属 结 人 台 位 点 的 优先 性 
的 知识 ,进而 可 以 研究 其 他 RNA 分 子 的 四 级 结构 ,如 可 以 通过 5S RNA 的 被 切割 模式 来 研究 
TU fq 


zJ 题 


1. 很 多 能 被 外 加 的 镁 离子 稳定 的 RNA 分 子 也 可 以 被 外 加 的 [CoCNHi)j ”所 稳定 。 道 过 这 一 现象 ,你 认 
为 [Co (NH.), T7 是否 也 能 取代 Zn 来 稳定 蛋白 质 的 结构 呢 ? Re RE 

2， 关 合 的 金属 离子 稳定 蛋白 质 的 一 个 主要 机 制 是 通过 引信 交 联 来 降低 蛋白 质 构 象 变化 的 月 由 订 。 对 于 
Í Cys-X,-Cys-X,-Cys-Xi Cys 这 样 的 金属 结合 序列 ,这 种 降低 的 构象 的 录 伙 为 

RC—10.4—1.5 In (DO+1) (+1)]), 

RE R=1. 987 cal/ (mol * K), RIA PHPBB RG = 2, j—13. R= 2088 9E S ERE CIE RE 3798 
释 , 是 什么 因素 使 这 种 父 联 对 蛋白 质 折 营 的 平衡 常数 产生 影响 :在 室温 站}? 

3. 有 一 些 蛋 白质 可 以 识别 顺 铂 -DNA 产物 ,它们 旦 通过 与 其 上 的 十 学 结构 结合 而 其 作用 的 ,后 者 具有 回 
文 结 远 。 这 一 现象 是 否 提 供 了 一 种 顺 铂 作用 鸭 溢 在 横 式 呢 ? 

4. 人 生长 激素 能 和 -类 不 同 的 受 体 结合 ,其 中 一 种 还 可 以 和 催乳 沂 素 结合 . 研究 表明 可 以 同时 结合 大 
长 激素 和 催乳 激素 的 受 体 在 EDTA 存在 下 与 激素 的 反应 较 弱 ,但 是 当 加 入 50 pmol/l. 的 锌 离子 后 这 
种 相互 作用 会 提高 8000 倍 。 定 点 突变 实验 证 明 ,将 生长 激素 的 His 18.His 21 或 Glu 174 REY Ala 
和 后 ,激素 与 受 体 的 结合 作用 会 降低 2 个 数量 级 :将 催乳 激素 的 His188 突变 被 Ala ,会 引起 更 大 的 变化 
[OL Science 250.1709{1990)]， 试 对 这 一 结果 提出 :个 人 台 理 的 解释 模型 . 


I: 
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第 8 章 “金属 离子 和 配合 物 与 生物 分 子 
活性 中 心 的 结合 


金属 离子 对 蛋白 质 位 置 的 选择 和 搬入 
电 中 性 的 保持 
金属 离子 和 金属 配合 物 与 核酸 的 结合 
牛 物 高 分 子 促进 的 金属 - 配 体 的 相互 作用 
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8.1 金属 离子 对 蛋白 质 位 置 的 选择 和 插 人 


在 第 5 章 和 第 6 章 我 们 已 经 看 到 ,细胞 是 如 何 选 择 和 积累 特定 的 金属 离子 ,以 便 结 合 到 金 
属 蛋 白 或 者 核酸 结构 中 去 的 ,在 接 下 来 的 几 章 中 ,我 们 将 讨论 特定 金属 离子 是 如 何 被 生物 主体 
微调 而 履行 相同 功能 的 ,积累 与 功能 两 个 主题 之 间 的 关系 ,取决 于 “正确 的 * 金 属 离子 插入 到 它 
们 的 生物 结合 位 置 , 不 正确 的 金属 离子 的 插入 会 导致 不 利 的 后 果 . 例如 , 锌 结合 到 电子 转 输 蛋 
AOE 9. 1. b 节 ) 中 铜 位 置 上 将 产生 -一个 不 能 进行 氧化 还 原 化 学 过 程 的 分 子 。 这 是 因为 在 正常 
条 件 下 锌 只 有 -… 个 可 以 利用 的 氢化 态 , 类 似 地 ,如 果 一 个 氧化 还 诛 性 的 金属 离子 错误 地 结合 到 
锌 指 蛋 白质 中 ,原则 上 将 导致 在 基因 组 中 关键 DNA 识别 位 置 附近 发 生气 化 断裂 反应 。 央 此 ， 
生物 体系 中 金属 蛋白 的 正确 作用 要 求 适当 的 金属 离子 的 专 一 结合 .排除 不 适当 的 金属 离子 。 在 
本 章 中 ,我 代 将 考察 自然 并 为 实现 这 个 专 一 性 而 采取 的 策 咯 . 


8. 1.3 热力 学 控制 

在 有 些 体 系 中 , 热力 学 因素 决定 着 哪个 或 者 哪些 金属 离子 结合 到 金属 结合 位 置 上 去 。 我 
{将 通过 讨论 二 个 例子 来 描述 实现 适当 的 热力 学 优选 的 化 学 特性 。 第 一 个 例子 涉及 到 在 
7. DPPH AREA. 演示 金属 离子 在 TF EA 转录 因子 中 作用 的 早期 实验 显示 ,加 
入 的 Zn*' 能 够 重新 活化 经 EDTA 处 理 过 的 蛋白 质 。 在 类 似 的 浓度 下 其 他 金属 离子 ,如 Co", 
Ni?’ .Fe 和 Mn** ,不 能 恢复 蛋白 质 的 活性 . 问题 在 十 : 金属 离子 在 蛋白 质 中 对 半 胱 氨 酸 结合 
位 置 和 对 组 氨 酸 结合 位 辫 的 亲和力 的 差 列 能 否 解释 这 些 现象 。 利 用 间接 光谱 测定 具有 各 种 各 
样 金属 离子 的 一 个 单 锌 指 骸 配 合 物 的 解 离 常数 ,对 这 个 问题 进行 了 研究 。 对 于 Zn t. Co, 
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Ni** , Fe?* X] Mn** , 测 得 其 解 离 常数 分 别 为 2 pmol/L,50 nmol/L.2 umol/L.3 pmol/L 和 大 
于 10 pmol/L. 这 说 明 锌 和 蛋白 质 的 结 人 台 强 度 比 其 他 金属 离子 要 强 1000 一 100000 倍 。 因 此 ,这 
个 事实 涪 明了 锌 离子 在 活化 TF 时 的 独特 作用 。 

金属 离子 结合 到 四 面体 锌 指 位 置 (图 8. 1) 时 配 位 场 稳定 化 能 (LFSE} 的 变化 可 以 会 理 地 
解释 锋 离 子 的 特效 性 。 在 “个 非 球 形 对 称 的 位 置 上 (2, 3 节 )d 轨道 发 生 分 裂 , 配 位 场 稳定 化 能 
(LEFSE) 就 是 和 ad 蒜 道 发 生 分 裂 时 产生 的 4 轨道 非 简 并 化 能 相关 的 能 芋 。 对 于 Zn: 这 样 的 一 
个 d** 离 子 ,在 任何 几何 形状 下 配 位 场 稳 定 化 能 都 为 零 .然而 ,在 具有 不 完全 填 满 d 轴 道 的 离子 
的 情况 下 , 配 位 场 稳定 化 能 不 是 零 , 其 大 小 取 诀 于 配 位 几 和 形状 和 配 体 的 性 质 . 作 为 一 个 例子 ， 
我 们 来 考 感 一 下 一 个 里 离子 ,在 如 [CoetOH 离子 的 八 面 体 场 中 , 配 位 场 稳定 化 能 为 
(—4/5) A BRE A, 表示 t dus des Hd.) SEM (de Al d, 2 iB Z RT BEES T 
于 水 合 离子 ,入 一 9300 om |, 所 以 配 位 场 稳定 化 能 等 于 一 7440 cm 1, pk — 21. 3 kcal/mol, XT 
于 四 面体 场 中 的 Co? , 配 位 场 稳定 化 能 为 (一 6/5)4 ,这 里 符号 A, 表示 四 面体 场 中 q 轨道 的 分 
玖 能 ,大 约 是 八 面 体 场 中 d 轨道 分 型 能 的 一 半 .。 在 一 个 含有 2 PERERA 2 CAA 
MERO AS FETS A—4900 em 1, 所 以 配 位 场 稳定 化 能 等 于 一 5800 cm , BK 一 16. 8 kcal; 
mol。 这 些 数据 表明 ,从 水 溶液 的 八 面体 场 转变 到 和 锌 指 结 构 域 的 四 面体 场 ,Co*' 离子 配 位 场 稳 
定 化 能 损失 了 


(21. 3 — 16. 8)kcal/mol = 4. 5 kcal/mol 
的 能 基 。 相反 ,在 Zn*+ 离 子 的 情况 下 ,不 存在 配 位 场 稳定 化 能 的 损失 。 办 为 在 任何 几何 形状 下 
配 位 场 稳定 化 能 都 为 零 .这 种 配 位 场 稳定 化 能 变化 的 不 同 半 定 量 地 解释 了 Zat A Cot ETE Ak 
配合 物 的 解 离 常数 观测 值 的 不 同 。 


(351 o me 


m= 425) AY 
_— —. — . a -— E-ü 


Roca 


[Co(OH IA TET £ Co(N;S4)- 四 面体 
LFSE = (-4/5)Ao LFSE = (-6/5}4; 


图 8.1 CoC I)(q") 在 水 溶液 八 面 体 场 中 和 和 锌 指 蛋 白 Cys:His; 


面体 场 中 的 配 位 场 稳定 化 能 (LFSE) 


金属 结合 优选 不 只 是 受到 配 位 场 稳定 化 能 (LFSE)} 的 影响 。 其 他 因 京 ,包括 金属 离子 的 软 

硬 酸 碱 性 及 其 在 Irving-Williams 序列 中 的 位 剖 , 对 金属 结合 优选 同样 起 到 重要 的 决定 性 作 

用 。 作为 对 这 一 点 的 描述 ,我 们 来 考察 一 下 2n** 和 Cd 结合 到 如 前 面 讨论 过 的 Cys,His; fu E. 

和 结合 到 如 在 省 类 受 体 中 发 现 的 Cys, 位 置 时 的 情况 。 由 于 这 两 个 离子 都 具有 d'E THA, S 

以 电位 场 稳定 化 能 (LEFSE ) 的 影响 涉 重 要 。 对 于 CyszHiss fi. Zn 的 结合 强度 要 比 Cd 的 结 

EREE 2 个 数量 级 . 但 是 ,对 于 Cys, 位 置 ,Cd 六 的 结合 强度 要 比 Zn 生 的 结合 强度 高 出 2— 
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3 个 数量 级 。 这 种 显著 差别 能 够 通过 金属 离子 的 软 硬 酸 碱 效 应 得 到 解释 . 周期 表 中 锅 处 在 锌 的 
下 面 , 所 以 较 软 。 因 此 , 锅 倾 向 与 较 软 的 硫 配 体 结合 而 不 喜欢 与 较 硬 的 氮 配 体 结合 (2.1 节 )。 

在 金属 定点 选择 性 中 热力 学 作用 的 第 二 个 例子 是 钙 结 台 到 EF-F 8 H, HAEREA 
到 细 驳 内 钙 离 子 浓度 变化 的 影响 ,它们 必须 进行 较 快 的 金属 交换 反应 。 由 于 这 个 原因 ,金属 结 
合 必 受到 热力 学 控制 而 不 是 受到 动力 学 控制 。 另 外 ,如 在 ?7,1.c 节 中 讨论 过 的 一 样 ,这 些 蛋 日 
必须 合理 地 选择 Ca?! ,而 不 选择 其 他 离子 ,尤其 是 Mg*+ 和 单价 离子 ,如 Nat+ 和 +。 太 部 分 金 
属 结合 特异 性 ,能 通过 软 硬 酸 大 效 应 各 配 位 数 黎 应 得 到 解释 。 钙 是 一 个 较 硬 的 金属 ,有 与 氧 配 

半 合 的 强 列 筑 向 。EF- 手 位 置 完全 是 由 含 氧 配 体 构成 的 ,如 凑 基 和 酰胺 出 链 , 肘 阁 基 基 图 ,以 
及 没有 被 取代 的 水 分 子 。 这 些 位 置 的 配 位 数 一 般 为 ?。 如 前 面 讨论 过 的 一 样 ,这 个 高 配 位 数 更 
倾向 于 较 大 的 Ca :离子 而 不 是 Mg*+ 离 子 。 

第 二 个 例子 涉及 到 铁 - 硫 蛋 向 。 铁 - 硫 和 蛋白 包含 多 个 不 同 的 活性 中 心 ,从 单 铁 离 子 到 FesS;、 
FeS A Fe,S, 角 合 物 . 这 地 单元 几乎 都 是 通过 半 胱 氮 酸 硫 脂 侧 链 的 硫 剃 基 团 与 蛋白 结合 的 。 因 
为 这 些 不 同 的 中 心 具 有 不 同 的 电子 性 质 , 正 确 的 徐 合 物 插入 全 每 -- 个 蛋白 位 置 是 很 重要 的 . 铁 
- 矿 蛋 白 生 物 合成 的 机 理 还 不 是 很 清楚 。 大 量 的 研究 表明 ,其 至 在 水 溶液 中 这 些 艇 合 物 也 将 自 
发 地 自我 组 装 , 因此 ,有 可 能 在 蛋白 质 折 三 过 程 中 单 核 铁 前 体 和 硫 配 体形 成 了 这 些 簇 合 物 。 兄 
一 种 可 能 性 是 发 生 了 艇 谷物 读 移 反应 , 据 此 ,通过 将 其 较 简单 的 硫 基 配 体 交换 成 半 胱 氮 酸 脂 基 
团 ,一 个 预 组 装 的 艇 合 物 被 从 溶液 中 转移 到 蛋白 质 中 的 某 个 位 置 上 。 在 5.3.2. vi 节 中 讨论 过 
鉴别 铁 -人 硫 徐 合 物 的 核心 挤 出 方法 。 这 种 反应 构成 ERR a T H 
核心 挤 出 法 依赖 寺 式 5. 9 所 示 的 反应 .在 适当 的 条 件 下 ,过量 的 萤 基 能 够 从 它 的 蛋白 质 环境 中 
完整 地 移 去 . -个 簇 合 物 。 这 些 挤 出 的 原子 艇 不 仅仅 可 在 与 简单 殖 基 硫 配 位 相 结 合 的 自由 形式 
下 得 到 表征 ,还 可 以 加 入 适 举 的 脱 辅 基 蛋 白 进行 捕 提 。 例 如 , 脱 辅 基 肾 上 腺 铁 氧 还 蛋白 - 一 
个 FesS, RE HHS EA MRE p. SHI CB. bolymyxe) KADEH -一 个 Fes M 
子 艇 结合 蛋白 , 己 经 通过 稀释 有 机 溶剂 利用 上 述 方 式 被 再 生 和 再 折 盖 。 总 反应 旭 式 8.1 Bron: 


[FesSs (SEO, *. — foie AE HE ERR Fd K... Ë FB Fd cin 
Xt — JV at E (8.1) 
"P | HE og, 、 
[FeS.SIO,T. + 38368 p. RUE R Fd Lu ut P: 多 业 菌 素 Fdus 


AE — WFE B NE k p 2: Ly p= rE T BEES I BJP. Q B ELE šE FI E IS 6 Bë 85 38 11 
EPR 得 到 鉴定 ， 在 发 展 这 些 方法 中 所 做 的 实验 已 经 证 实 , 脱 辅 基 铁 氧 还 蛋白 对 它们 的 关联 原 
FRA TE NT, EA Fe SAT FeS I6 f 85 ,4 个 琉 基 碍 配 位 的 位 置 是 不 同 的 ,所 以 这 些 
蛋白 质 折 芍 结 构 的 形状 差异 可 能 是 这 种 识别 的 基础 。 


8. 1.b 动力 学 控制 

在 被 动 金 属 结合 中 ,一 个 金属 高 子 的 插 人 不 被 任何 外 部 试剂 所 支持 。 这 种 被 动 金属 结合 可 
能 是 金属 离子 结合 到 许多 体系 中 的 原因 。 其 他 一 些 脱 金属 蛋白 质 或 辅 基 不 以 保持 生物 活性 的 
速率 结合 金属 离子 ， 对 于 这 样 的 体系 ,金属 的 结合 必须 得 到 别 的 机 制 或 因素 的 支持 ,并 且 受 到 
动力 学 控制 而 非 热 力学 控制 ,尽管 还 没有 任何 这 样 的 体系 得 到 全 面 经 致 的 理解 ,我 们 仍 将 在 这 
里 讨论 一 个 得 到 较 好 研究 的 例子 。 

(8 BEBE (Pseudomonas siutzer 站 中 的 含 铜 毛 化 亚 宽 还 原 酶 ,是 在 去 硝 过 程 中 或 除去 土壤 
中 硝酸 盐 时 起 作用 的 一 种 酶 . 遗传 实验 揭示 , 某 种 突变 种 制造 了 这 种 酶 的 无 铜 脱 辅 基 形 态 . 其 
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中 -种 突变 种 缺少 NesA 基因 的 组 分 , 作 N A Sidi À BE H, PROBAT ura B But IEEE $615 81 
说 辅 基 酶 中 ， 在 细胞 的 外 膜 中 发 现 了 这 种 NosA 基因 的 组 分 ,并 且 已 经 得 到 纯化 和 部 分 表征 ， 
而 氧化 亚 握 还 原 酶 存在 于 periplasm 。NosA 有 一 个 质量 为 65 kDa 的 亚 单元 ,一 个 亚 单 元 结 侣 
一 个 铜 。 NosA 对 外 源 的 铜 浓度 极其 敏感 , 微 摩尔 (txmol) 级 范围 的 铜 就 可 使 其 显著 还 原 。 因为 
该 蛋 扬 将 铜 转移 到 脱 辅 基 酶 的 能 力 还 没有 得 到 证 实 , 所 以 其 他 因素 也 可 能 是 必要 的 。 最 近 , 义 
E 3 个 基 辐 得 到 鉴定 ,它们 是 NosD.NosF 和 NosYY, 铜 识别 或 处 理 时 三 首都 需要 ,它们 的 基因 
产物 为 NosF ,一 个 33. 8 kDa RAR RAP CHER Cl ATP 或 GTP) 结 合 位置 ;NosY， 
29. 4 kDa, 可 能 是 一 个 跨 膜 蛋白 ;NosD ,一 个 48. 2kDa 的 上 胞 质 (periplasmic) 组 分 .虽然 这 些 组 
分 的 特殊 功能 还 不 清楚 , 铜 插入 到 N.O 还 原 酶 时 需要 它们 。Nes 蛋白 家 族 仅 仅 代 表 了 许多 可 
能 的 由 基因 技术 鉴别 的 插入 酶 体系 的 一 种 。 

随 着 对 这 些 体系 越 来 越 才 的 了 解 , 道 过 对 蛋 晶 的 解释 和 研究 ,我们 可 以 获得 更 多 的 新 售 
息 . 值 得 指出 的 是 ,金属 捅 入 突变 种 可 能 在 机 制 上 与 多 种 不 同 的 缺陷 相关, 包 插 金属 摄取 .蛋白 
项 侧 链 的 笑 饰 .蛋白 质 折 琶 和 皮 折 要 以 及 辅 因 子 或 效应 物 分 子 的 生物 合成 。 传 递 并 将 金属 离子 
插入 到 和 蛋白质 活 性 位 置 的 系统 ,可 能 和 已 经 进化 为 传递 小 分 子 的 其 他 细菌 系统 有 相同 之 处 。 

亚 铁 萤 合 临 体 系 是 动力 学 因素 而 非 热 方 学 因素 决定 金属 离子 结合 到 活性 生物 分 子 中 心 的 
另外 一 个 例子 ,将 在 8. 4.a 节 中 讨论 ， 


8$.1.c 生物 利用 率 

一 个 体系 无 论 是 受热 力学 控制 还 是 受 动力 学 控制 ,必须 存在 有 足够 的 相关 金属 离子 进行 
HA ,也 可 能 与 任何 其 他 适合 于 受 体 位 置 的 金属 进行 竞争 .有 机 体 通 过 一 些 机 制 积累 并 调节 金 
BATHE. 我 们 在 第 5 章 和 第 6 章 讨论 过 这 些 机 制 的 一 部 分 。 很 明显 ,这 种 体系 对 金属 生物 
分 子 生 物 合 成 是 至 关 重 要 的 。 金 属 离 子 生物 利用 率 的 恒 要 性 的 直接 证 据 是 通过 观察 不 同 蛋 日 
质 而 获得 的 。 这 些 不 同 蛋白 质 具 有 来 自 于 不 同和 从 物体 的 极其 类 似 的 金峰 结合 位 置 。 产 生 于 组 
菌 如 Clostridium 和 Desulfovibrio f] LSU BA (5. 3. a.i 节 ), 和 产生 于 E. colt BK ACCES 
基 审 酰 转 移 酶 (7. La DRATRHHEA. XNOREEISECTHIBRUN — B 4 TREE 
RARER. e k t PH DIS DL m RE EE EE. AM H r ELSE T ELE SK C A ATC 
Ein pe Bn e TUO UK ER 9 Po AW. ERASE 4 TERES DUREE TR DL SEBESEEHR ， 
ZnCI ) 的 结合 比 FeC 1 ) 的 结合 牢固 的 多 . 内 此 ,分 离 得 到 的 红 氧 还 蛋白 仅仅 含有 铁 的 实事 强 
烈 地 表明 ,在 利用 这 种 瑟 白 的 细 蕊 物种 中 ,相对 于 铁 浓 度 而 言 , 镍 浓度 是 有 限 的 。 Te E. col: 中 ， 
红 氧 还 蛋白 的 异常 表现 研究 结果 进一步 支持 了 这 种 观点 ,发 现 产 生 的 大 多 数 蛋 白质 会 锌 而 不 
会 铁 。 还 有 一 种 解释 不 能 排除 , 这 就 是 ,一 个 或 者 两 个 细 昔 体系 含有 辅助 因子 ,而 这 些 辅助 因 
子 介入 了 金属 结合 。 


8.2 电 中 性 的 保持 


许多 金属 结合 位 置 被 深 深 地 地 在 重 白 质 中 。 由 为 金属 离子 带 正 电 荷 , 这 种 部 位 能 量 很 高 。 
因此 ,如 果 这 些 金属 离子 的 大 部 分 正 电 荷 不 能 被 带 负 电荷 的 配 体 所 中 和 ,与 蛋白 质 结合 将 是 不 
利 的 。 对 完好 的 金属 结合 点 进行 的 考察 揭示 ,大 部 分 情况 下 ,总 电 人 此 非常 接近 于 零 ， 当 金属 离 
子 处 在 或 接近 于 蛋白 质 表 面 时 ,会 发 生 例 外 。 
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8.20 单 核 点 

金属 生物 分 子 中 的 许多 位 置 含有 单一 金属 离子 ,这 些 金属 离子 具有 从 十 1 到 十 6 ARMA 
化 态 , 能 以 儿 种 不 同 的 方式 被 中 和 。 我 们 首先 考虑 仅仅 由 重 户 质 侧 链 组 成 的 位 置 。 实例 包括 锌 
指 蛋白 位 置 (7. 1. b 节 ) , 蓝 铜 蛋白 位 置 (9. 1.b 节 ) 以 及 红 气 还 蛋白 中 的 铁 位 置 (5. 3. a.i W). 
AM TRATEZ) BOUE TE ITE RAB TARR ER. ° 
MARS eJ Sd REB ht T ARR A FFE Ek k BOUE E cfr —2 , BC Sr VI EET 
AG. 对 于 上 蓝 铜 蛋 日 位 置 , 结 台 的 金属 离子 是 铀 ,其 氧化 态 从 十 1 到 十 2。 号 体 是 一 个 半 胱 贷 酸 ， 
两 个 组 氨 酸 、- 个 外 硫 氨 酸 ,也 许 还 有 个 有 虑 内 基 , 因 此 配 体 所 贡献 的 总 电 茶 为 一 1. 所 以 , 泥 合 
物 的 电荷 在 还 原形 Cu C T ) 的 情况 下 是 0, 在 氧化 形 Cu C 1 ) 的 情况 下 是 十 1。 对 于 红 氧 还 蛋 日 ， 
$e FeC 1, 0) Mika SBA. 配合 物 的 总 电荷 对 于 还 原形 是 一 2, 对 于 氧化 形 是 
— 1, 这 里 残 基 的 电 莅 在 任何 一 种 氧化 态 下 均 保 持 不 变 , 但 是 ,由 上 上 这 个 位 置 接近 蛋白 质 表面 . 
一 些 电荷 被 是 的 酰胺 与 半 有 号 氨 酸 酯 的 硫 原 子 之 间 的 氢 键 所 中 和 ， 

其 他 单 核 点 具有 一 些 敞开 配 位 位 置 , 可 被 底 物 或 者 溶剂 分 子 所 占据 。 不 可 避免 地 ,这 些 位 
置 接近 和 蛋白质 表 面 ,但 是 在 一 定 程 度 上 保持 了 达到 电 中 性 的 倾向 。 然 而 ,在 碳酸 本 酶 (10. 1 T) 
的 活性 位 置 中 ,看 白质 贡献 的 配 体 没有 中 和 锌 的 十 2 电荷 ,因为 使 用 的 氨基 酸 侧 链 是 三 个 中 性 
的 组 氨 酸 基 团 。 但 是 ,余下 的 一 个 位 置 是 被 一 个 水 分 子 所 占据 。 该 水 分 子 具有 相当 低 pK, 值 ， 
以 全 十 被 很 容易 地 脱 去 质子 形成 OH ， 中 各 部 分 电荷 。 总 而 言 之 , 配 位 水 分 子 的 脱 质 子平 策 
对 汪 一 个 金属 位 置 上 的 电荷 调节 提供 了 另外 -个 机 制 。 

许多 单 核 点 含有 如 趾 啉 这 样 的 辅 基 页 献 配 体 。 这 里 电 中 性 又 一 次 被 保持 ， 自 由 中 啉 是 中 
性 的 ,电荷 分 散在 外 围 的 再 酸 基 财 上 ,一旦 与 金属 结 台 ,两 个 质子 被 释放 ( 式 8. 2,8. 4.a Ty). PF 
以 ,对 于 -- 个 +2 电荷 的 金属 ,金属 是 啉 配合 绵 为 中 性 ;对 于 一 个 十 3 电荷 的 金属 ,金属 叶 啉 配 
合 物 总 电荷 为 1。 这 个 剩余 的 电荷 能 被 半 胱 气 酸 酯 或 酷 氨 酸 酯 轴 疝 配 体 所 中 和 , 

最 后 的 一 个 例子 关于 含有 钥 辅 因子 的 酶 (5. 4. d 0. 在 被 氧化 的 形式 下 , 钥 在 这 些 酶 中 的 
形式 氧化 态 常常 是 十 68。 它 被 组 哄 险 (molybdopterin) 双 硫 贾 上 团 的 2 个 负电 茶 以 及 ?2 个 末 妆 
桥 氧 基 或 者 1 个 桥 氧 基 和 1 个 硫 氢 基 所 中 和 ,这 里 畏 基 和 和 脱 去 质子 的 水 协同 作用 ,生成 一 个 电 
中 和 性 物种 。 


8. 2.b 多 核 点 

由 于 多 金属 中 心 共 有 客 个 正 电荷 单位 ,在 保持 电 中 性 时 可 能 存在 更 大 的 阿 题 。 但 是 ,能 够 
恬 联 两 个 或 者 多 个 金属 离子 的 呢 体 ,使 得 脱 质 子 和 形成 负电 蕉 残 区 窑 易 ,提供 了 电荷 中 性 化 
的 另 一 种 途径 。 另 外 , -个 多 核 中心 上 较 高 的 总 电荷 是 比较 有 利 的 , 装 为 它 可 被 离 域 在 几 个 原 
子 上 。 我 们 来 考察 三 个 例子 。 

第 一 个 例子 是 关于 Cu-Zn 超 氧化 物 歧 化 酶 (SOD)。 一 个 被 3 个 组 氨 酸 和 1 TRA SRE 
GL Zn CIO. 和 一 个 被 4 个 组 氨 酸 配 位 的 Cug IT ,ET) 离 子 , 构 成 了 这 个 酶 的 活性 点 。 在 一 般 情 
况 下 , 配 体 的 这 种 排 布 将 可 能 使 双 金 属 中 心 上 具 有 十 2 或 者 二 3 的 总 电荷 , 配 体 只 提供 一 个 俩 
电荷 。 然 而 ,在 SOD 中 ,组 氨 酸 瑟 唑 到 体 之 一 被 脱 去 质子 并 被 两 个 金属 离子 共享 ,如 此 又 贡献 

了 一 个 贷 电 荷 。 结果 ,Cu (DD) 配合 物 上 的 总 电 蓓 为 十 1。 值 得 指出 的 是 ,这 个 剩余 的 正 电 荷 具 有 
重要 的 作用 ,和 附近 和 氨基酸 侧 链 所 提供 的 其 他 正 电 此 一 起 ,这 个 剩余 的 正 电荷 帮助 产生 一 个 玫 
电势 ,从 而 将 带 有 负电 荷 的 底 物 OF 吸引 到 活性 位 置 (11.4.a 节 )。 
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*R— ^ PIT REREAD. —TORKRERTRPHRALTSO ,根据 它们 的 氧化 态 带 
有 从 十 9 一 十 11 个 电荷 。 该 正 电荷 被 _ 组 每 个 所 代 2 个 负电 荷 的 桥 联 硫化 物 基 财 和 负离子 性 
端 基 配 体 ,如 半 胱 氨 酸 硫 脂 配 体 所 中 和 。 端 基 硫 化 物 基 团 在 金属 生物 分 子 中 非常 少见 , 蓉 噶 蛤 
氧化 酶 的 活性 位 置 是 一 个 例子 。 双 或 三 桥 联 硫 化 物 基 团 是 很 常见 的 。 对 于 一 个 由 铁 原 子 艇 ,4 
个 三 桥 联 硫化 物 基 团 提供 8 个 负电 蓓 , 含有 4 个 端 基 半 脱氧 酸 硫 脂 配 体 的 FesSiCSR), 的 总 电 
荷 为 从 一 3 到 一 1 ,或 者 馈 个 金属 离子 少 于 .~1。 很 像 红 氧 还 蛋白 ,这 个 负电 荷 被 结合 到 硫化 物 
的 肽 酰胺 氨 或 者 端 基 硫 醇 基 团 所 中 和 , 

第 二 个 例子 涉及 到 折 是 血红 蛋白 的 二 铁 中 心 .在 其 脱氧 型 中 ,两 个 带 有 5 个 咪唑 和 2 13€ 
AE AS BEAR LI Fe(I) 离 子 构 成 了 其 核心 (图 1. 2) 。 一 个 溶剂 派生 的 氨 氧 离子 桥 联 两 
个 铁 离子 ,总 电荷 为 十 1。O: 的 结合 导致 了 显著 的 电子 重 排 。 詹 被 气 化 成 Fe), O: 被 还 原 成 
过 氧化 物 并 被 质子 化 ,氢气 根 脱 去 质子 形成 氧化 物 。 如 此 以 来 ,总 的 有 5 fuo 个 来 自 于 
着 基 ,1 个 来 自 于 毛 过 氧化 物 , 还 有 2 个 来 自 寺 氧化 物 ) 和 来 自 于 两 个 三 价 铁 的 6 个 正 电 荷 , 所 
以 总 电荷 被 维持 。 这 个 例子 再 次 说 明 配 位 质子 化 和 去 质子 化 平衡 能 够 起 到 保持 大 致电 荷 平衡 


ca 


8.3 金属 离子 和 金属 配合 物 与 核酸 的 结合 


在 8.1 节 中 讨论 的 许多 关于 金属 离 于 -和 蛋白质 相 互 作用 的 原理 也 适用 于 金属 核酸 结 台 ,这 
里 不 再 进一步 详细 介绍 .但 是 ,如 在 1.2 节 讨 论 过 的 一 样 , 对 于 以 金属 为 基础 的 站 物 ,核酸 是 生 
物 目标 分 子 .我 们 可 能 要 癌 ,这 些 非 天 然 金 属 配合 物 在 结 人 台 到 它们 的 细胞 受 体 时 是 和 否 遵循 相同 
的 原理 。 作 为 这 类 药物 的 范例 ,我 们 将 考虑 顺 铂 与 它 的 主要 生物 目标 DNA 之 间 的 反应 化 学 ， 
这 个 例子 使 人 注意 到 金属 离子 结合 生物 高 分 子 时 选择 性 的 另 - :个 侧面 ,金属 离子 或 者 配合 物 ， 
一 旦 进入 到 细胞 内 , 若 有 必要 ,生物 代谢 成 一 个 活性 形式 , 它 必须 自己 找到 目标 位 置 并 发 生 必 
要 的 化 学 治疗 反应 。 并 且 , 为 了 避免 导致 意外 毒性 ,要 尽 可 能 地 不 与 其 他 目标 结合 . 虽然 这 个 
课题 还 处 于 萌芽 阶段 ,通过 对 顺 铀 的 研究 已 经 在 研究 战略 方面 获得 了 一 些 信息 。 

# 5 5 RAS? 章 我 们 已 经 看 色 ,与 DNA 发 生 相互 作用 从 而 形成 内 联 Gntrastrand? 
dtGpG) 和 ditApG) 交 叉 偶 联 的 ,是 被 水 解 的 顺 铂 的 阳离子 形式 ,这 构成 了 所 有 加 合 物 的 905, 
这 种 高 级 区 域 专属 性 ,全 远大 于 近 沉 的 阿 叭 核 苦 , 它 似乎 是 既 受 到 热力 学 因素 的 控制 ,也 受到 
动力 学 因素 的 控制 . ME (double-stranded) DNA 的 静电 势 的 理论 研究 表明 ,号 叭 的 N7 位 置 
最 具 亲 核 性 ， 随 着 带 止 电荷 的 cis-LPt CNH CHO] 配合 物 接近 于 双重 位 点 或 双 曝 旋 
(duplex), CB EE TESTE HERZ) ,站 到 找到 最 具 负 电 性 的 静电 势 , 即 一 对 临 接 嗓 叭 残 基 。 内 
此 ,该 药物 的 区 域 专属 性 ,部 分 是 受到 对 DNA 的 最 有 具 负电 性 部 分 的 热力 学 优选 所 控制 的 。 对 
mend zd EBE EB EUDE DE d DUE cR T Pt( I AC RK ERB RS A E 

但 是 ,动力 学 因素 也 是 很 重要 的 . 在 铂 配 位 界 内 只 有 一 个 位 置 被 一 个 DNA 给 体 原子 所 占 
i ER SHENG RAKE AS RRS. AA Pt NMR 谱 ( 图 8.2) 研 究 了 单 
功能 加 合 物 的 时 间 与 生成 的 美 系 , Pt-195 BU = 1/2) eS u PS MB tie 82355 LAS RR 28 Gi 
感 ,能 被 用 于 监测 DNA 于 氮 供 体 逐 步 取 代 非 氮 配 位 的 取代 反应 。 如 图 8.2 所 示 , 分 开 得 很 好 
BJP: 共振 出 现在 对 应 十 两 个 不 同类 型 加 合 物 的 反应 时 间 过 程 中 。 动 力学 分 析 指 示 , 单 功能 
加 合 物 关 环 生 成 双 功 能 加 合 物 的 半 豪 期 为 2 h AAE Pe 4 ?配合 物 中 人 毛 化 物 配 位 水 解 所 需 
的 特征 时 间 。 它 强烈 地 暗示 水 分 子 取代 避 -是 速决 步骤 ,随后 配 位 水 分 子 被 里 哈 的 N7? 供 体 以 
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RUE T EE , 多 功能 加 合 物 


cis-DDP | 
T T—-T T—1— T- menie, 
— 2100 ~ 2300 — 2500 
dtppm) wal ^l 
kai APA pipe A ea 


T T j T T T wa T 
—1800 —1900 一 2000 -2100 —2200 —2900 —2400 —2500 —2600 
d(ppm} 
Hjs.2 在 声波 定位 的 小 牛 胸腺 DNA 的 存在 下 MPR Be Pt NMR 谱 变 化 
z«— 2300 8 的 依 号 对 应 于 DNA MERRE G A GES EEIE r E AREI A H ,而 
29— 24508ff] fF SURF MMA T [38 BD. P. Bancroftetal. ,Jenrnafof the 
American Chemical Society 112, 6860— 6871199027 


更 快 的 速率 (<s8 min) 所 取代 。 晶 体 结构 测定 研究 表明 d (pGpGO Rc ER 5' ER ARS 
与 铂 原 子 上 的 氨 合 物 配 位 (图 7. 18) 形 成 氨 键 。 因 此 一 个 合理 假设 是 ,这 种 相互 作用 (和 氨 键 ) 帮 
助 将 顺 -二 氨 合 铂 C1 ) 单 元 引导 到 它 在 DNA EHME. 

最 近 ,cis-[PtCNHs) (Cy NH) (HO), ^ (CyNH; 为 环 已 胺 ) 结 合 DNA 的 研究 结果 进一步 
支持 了 上 述 假 设 ,。 这 是 一 种 刚刚 进入 临床 实验 的 新 型 口服 抗 癌 药 PICR ) 化 侣 物 , 是 cis trans, 
cis-[Pt (NH,) (CyNH,) CCHsCO;)sCli] 配 合 物 的 推测 活性 代谢 物 。 

当 ¢is-[Pt(NH;) (CyNHz) (OH50), ^ £8 Sil DNA 时 ,根据 环 己 胺 配 体 是 取向 于 5' 或 者 3 
PRU 2: 1 的 比 仿 作为 主要 加 合 物 形 成 了 内 链 dcGpG) 交 义 侦 联 的 两 个 方 四 异 构 体 。 利 用 
NMR 测定 了 cis-[Pt(NH3)(CyNH,)d (GpG) J"! 中 *N- 富 集 胺 配 体 和 乌 果 哈 配 体 的 Jus ff 
常数 。 结果 表 明 , 主 要 蜡 构 体 中 胺 配 体 取向 丁 5' LARA RARE MRK SDRAM 
(比较 图 7,18) 的 所 刍 相互 作用 。 

这 些 结果 表明 ,决定 着 金属 高 子 插 入 到 蛋白 质 中 白 然 结合 位 竹 的 许多 河 理 ,也 同样 适用 于 
IMI SEE DNA 中 目标 位 置 的 相互 作用 。 
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8.4 生物 高 分 子 促进 的 金属 - 配 体 的 相互 作用 
重 白 质 和 核酸 本 身 能 够 俱 化 或 者 促进 金属 离子 与 配 体 的 选择 芭 应 。 我 们 这 里 将 通过 两 个 
例子 来 描述 这 个 原理 .第 一 个 体系 涉及 到 将 金属 离子 插入 到 中 啉 的 蛋白 质 ; 第 汪 个 例子 利用 双 
28 DNA 作为 模板 ,促进 有 机 嵌入 体 的 胺 基 取 代 基 取代 铂 上 的 配 体 . 


8.4.a Ta 


A 8. 2 所 示 的 金属 化 反应 在 悼 外 实际 上 是 很 难 进行 的 ,往往 到 求 高 温 以 达到 可 以 接受 的 


(8. 2) 


TARA SAC £e E FH BE ES [e pe PR a py. , HUBS Et 2 40 kDa ,在 饱和 基底 物 的 存在 下 ,催化 
周转 率 太 约 在 每 小 时 250—2500 次 。 这 个 速率 比 毫 摩尔 浓度 的 金属 离子 的 无 催化 反应 速率 快 
4 个 数 其 级。 但 是 ,这 个 酶 对 于 某 个 特定 的 金属 离子 没有 很 高 的 专属 性 , 它 插入 Zn** 离 子 的 速 
率 和 插入 Fe’ 的 速率 基本 相同 。 尽 管 这 个 酶 作用 的 详细 机 制 还 不 清楚 ,通过 鉴定 -个 有 效 的 
搞 制 剂 已 经 获得 了 一些 振奋 入 心 的 结果 。N- 甲 基 原 吓 了 啉 1X Sl el SE BR BEG RE LK, A 
7 nmol/L, 如 图 8.3 中 的 -个 Zn(1) 配合 物 所 示 , 由 于 和 NN- 烧 基 鸭 立体 相互 作用 ,N- 烷 基 中 


图 3.3 一 个 N- 围 基 趾 啉 的 锌 配合 物 的 结构 , 趾 啉 环 发 生 了 椅 变 


啉 的 结构 表征 揭示 它们 居 明 显 的 挠 曲 四 边 形 ,或 者 叫 拱 曙 ,基于 这 样 的 观察 结果 ,内 消 旋 N- 甲 
SEMPRE IX 曾 被 用 作 一 个 半 抗 原 ,产生 如 图 8.4 所 示 的 单 克 隆 抗 体 .曾经 假设 ,这 种 抗体 可 能 通 
过 如 图 8. 3 所 示 的 方式 ,吡咯 氯 原子 将 它们 结合 在 拱 曲 构 型 中 ,从 而 催化 相关 单 烷 基 化 中 啉 的 
金属 化 反应 。 事 实 上 ,这 种 途径 产生 了 一 种 这 样 的 抗体 ,该 抗体 所 催化 的 反应 动力 学 可 以 用 式 
8. 3 表示 ， 


[^7 Kp 
wr g * PM—* Ie + PM (8.3) 


XU Ig 为 抗体 ,P HAS RIE, PM Js Ea (E S. 5). 24 M** = Zn^* ,浓度 
3 1 mmol/L 时 ,发 现 动力 学 参数 为 : Ku= 49 pmol/L, Ke— 2. 9 nmol/L， 催 化 周转 数 为 每 
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图 8.4 制备 催化 单 克隆 抗体 的 路 线 示意 图 


小 时 80 次 ,因此 ,催化 抗体 和 亚 铁 葡 合 酶 有 许多 共性 ,如 期 望 的 一 样 , 它 被 半 抗 原 内 湾 旋 NN- 理 
基 叶 啉 强烈 抑制 。 另外 ,在 拳 有 情况 下 , 叶 啉 底 物 和 产物 结合 类 似 地 在 10 pmol/L EA. 最 大 
的 区 别 涉 太 到 与 金属 离子 有 关 的 动力 学 参数 。 虽 然 亚 铁 蔓 合 酶 和 抗体 两 者 痢 插 入 Zat, > 
抗体 是 个 很 好 底 物 的 Cu*+ 不 插入 到 该 酶 中 。 捉 实 上 , 酶 除了 具有 和 中 啉 结合 位 置 以 外 还 要 有 
一 个 金属 结合 位 置 。 上 述 的 金属 专属 性 的 不 同 可 能 与 这 个 事实 有 关 ， 在 金属 离子 浓度 低 的 情 
BL F (Ku = 32 pmol/L)， 毒 产 生 最 大 了 康 度 的 催化 周转 数 ; 而 在 金属 离子 浓度 为 1 mmol/L 
时 ,抗体 的 催化 周转 歼 没 有 表现 出 饱和 的 迹象 。 这 个 例子 说 明了 ,催化 抗体 途径 是 如 何 为 了 解 
自然 发 生 的 酶 功能 提供 信息 ,同时 表明 了 插入 酶 工作 的 一 种 机 制 。 
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8.5 抗体 届 佬 的 Cut" 播 人 到 内 消 旋 路 啉 的 动力 学 研究 
图 中 点 代表 实 晕 数据 ;[ 导 中 曲线 对 应 于 拟 谷 Michaelis-Menten 动力 学 ,天 和 K... B HI 
DEBE SRG A. G. Cochran and P. G. Schultz, Seienee 249, 7817783 (1990)] 
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8.4b DNA 促进 的 反应 化 学 

在 化 学 治疗 中 所 使 用 的 许多 化 合 物 被 作为 药物 养生 的 一 部 分 而 管理 ,这 样 产生 了 比 从 单 
个 药物 效果 的 加 和 更 好 的 结果 。 为 了 找 出 在 和 细胞 内 假设 的 目标 分 子 反 永 过 程 中 足 否 产生 协 
同 效果 ,这 种 协同 增 效 作用 促使 研究 人 员 考 察 顺和 铂 各 嵌入 体 在 结合 到 DNA 时 的 相对 效果 。 艺 
其 是 研究 了 3,8- 氨基 -5- 乙 世 -6- 莱 基 菲 喧 错 (Etd, 图 4. DAI DNA 的 结合 。 在 没有 
DNA 存在 和 10 pmol/L 低 浓度 的 情况 下 ,Etd 对 顺 斩 仅仅 有 非常 小 的 共 价 结合 。 然 而 , 当 在 
DNA 的 存在 下 将 二 者 混合 之 后 ,部 分 铂 化 合 物 在 DNA Ere ARES Ed 环 上 坏 外 氟 基 之 
间 形 成 了 共 价 交 丸 连接 。 通 过 对 与 DNA 单 功 能 结 台 的 顺 铂 和 临近 位 置 上 嵌入 结合 的 Eid $$ 
PLA aT tt RAE T RA DNA 促进 反应 化 学 的 合理 假设 。 如 图 8.6 所 示 ,这 种 排列 中 的 环 外 
氨基 处 在 进行 Sx2 取代 与 铂 结合 的 氯 离子 的 完美 位 团 。 另 外 .因为 Frd 能 沿 着 DNA 移动 ,与 
结 人 台 铂 相遇 的 机 会 要 显著 地 多 于 二 者 作为 溢 液 中 自由 分 了 时 的 礁 撞 频率 。 这 种 现象 同样 可 以 

最 近 发 现 一 个 单 功能 顺 铂 DNA MEA 55 SCA £85 49 N-P 3-2. 7- — EE k Cdiaza- 
pyrenium 发 生 芭 应 ,该 版 入 配 体 的 铀 配合 物 能 以 生 物 高 分 子 中 解 离 。 因 此,DNA 甚至 可 能 催 
化 金属 配合 物 的 生成 ,尽管 定量 地 表述 并 拓展 这 些 发 现 还 有 很 多 工作 旧 做 ,这 些 发 现 还 是 表明 
三 .生物 高 分 手 能 起 到 将 两 个 有 其 有 潜在 反应 活性 的 小 分 于 进行 有 有 利 分 布 的 模板 作用 ,其 至 将 它 
们 排列 ,从 而 促进 它们 之 间 的 催化 反应 。 利 用 日 标 生 物 高 分 子 使 一 个 试剂 更 容 筋 竺 成 ,并 旧 该 
试剂 最 终 自 我 毁灭 - 这些 原理 能 用 于 设计 新 的 药物 分 子 . 


习 i 


1. (RARE PE ARE RET CoD ) 的 金 局 蛋 门 活性 位 置 , 设 计 一 个 将 该 金属 离子 结合 到 这 
个 位 起 上 的 方法 ， 

2 如 时 上 述 问 题 中 所 设计 的 位 置 要 起 到 可 道 传输 氨 分 了 的 作用 ,你 将 利用 全 么 样 的 氨基 酸 残 基 ? 在 回答 
该 问题 时 ,请 记 住 林 章 讨论 过 的 电 中 全 原理 以 及 证 体 分 子 的 形式 氧化 态 在 与 金属 结 台 时 可 能 发 生 恋 
化 。 

3， 血 装 铜 监 蛋白 是 一 个 县 有 和 氧化 还 原 活性 的 蛋白 , 它 被 认为 是 铜 转移 和 储存 所 必需 的 。 最近 大 们 推测 ， 

血 桨 钢 蓝 蛋白 可 能 在 将 铁 装 载 到 铁 蛋 白 中 时 起 着 至 关 间 让 的 作用 ( 见 第 6 E>. BMRB BA 

fe Of] SLATE A 

A Pfs um TB M ML, B L ARER- - ABE TM 为 光 活 化 的 Rul) 

GR ERO R CoC) CEI., EREE DNA AYRE PERT RAAF SZ AR, B: 

是 可 预计 站 诱发 电子 迁移 的 速率 常数 与 在 没有 恢 酸 存在 下 溶液 中 测 得 的 速率 常数 不 同 ? ATR 
究 DNA 可 能 起 到 的 作用 ,讨论 你 将 可 能 进行 的 实验 ， 

5. 利用 扫描 其 热 法 研究 了 铜 蓝 蛋 白 (azurin,; 见 9. 1.b 全 ?的 金属 结 台 选择 性 , 在 这 个 方法 中 , 升 高 含有 蛋 
广 的 样 蜗 福 度 , 同 时 追踪 测量 钙 吸 收 的 热 基 。 在 某 个 特定 的 名 庶 . 对 应 十 蛋白 的 溶化 温度 ( 渍 百 变 成 非 
ToO CK BS PUE ME CuCl RSA, Bee a7. 8 J/g 5 即 21 calyg) 被 吸收 1 对 于 NiCTIT ORC 
代 的 蓝 蛋 日 ， 只 有 41.8 Jg (BH 10cal/g)? 的 热 直 被 吸收 。 哪 一 种 金属 岗子 结合 得 更 为 牢固 ? 从 配 位 上 场 
稳定 化 能 的 角度 对 于 “个 近世 四 面体 位 置 解释 上 述 观 察 结果 。 


E 
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第 9 章 BÓ EB 


9.1 电子 载体 
远程 电子 转移 
电子 转移 与 距离 及 驱动 力 的 相关 性 


ETEA THAE EAH AIEA KT 5 sss WEARER) SETH 
移 过 程 育 常 是 首 贬 的 。 质 子 和 电子 转移 的 偶 台 ,为 氧化 还 原 电 位 的 控制 提供 了 一 种 量度 。 RA 
铜 是 最 常用 的 两 种 人 金属。 电子 可 通 讨 远程 (人 >10 有 只) 传递。 在 浏 定 蛋 和 白质 电子 转移 速率 中 ,重组 
能 . 坚 离 和 驱动 力 是 几 信 最 重要 的 参数 ,在 有 些 体 系 中 ,介质 效应 焉 外 名 感 ,甚至 可 能 起 决定 性 
的 作用 。 


24 AL, AN LIPASE RT ROA MR ARAM PRR S BS 
HEH 22 x 8 8 5 05 = 3 , gk [1 36 38 I 11 0 9 8 E Hu. eT RAS 
4 5 38 7k, 5 E + An 3 I 35 48 LE K E $ £ E I E EU XO Tx Sx SRS CEE 
的 协调 能 力 是 一 个 重要 的 性 质 ,因此 也 将 详细 讨论 。 


9.1 "B X € f$ 


在 形式 上 ,所 有 的 化 学 转移 反应 ,都 可 从 性 质 上 被 划分 为 酸 碱 或 氧化 还 原 反 应 两 大 类 .在 
第 10 章 ,我 们 将 讨论 那些 被 金属 酶 所 催化 、. 底 物 不 发 生 氧 化 -还 原 态 变化 的 纯 酸 碱 反 应 。 在 第 
11 章 ,将 讨论 原子 和 基 困 转移 的 反应 。 在 后 一 类 变化 中 ,通常 同时 具有 了 酸 碱 和 氢化 还 原 的 成 
分 。 本 章 要 讨论 的 , 则 在 性 质 上 纯 属 氧化 还 原 反 应 ,其 中 包括 电子 从 一 种 蛋白 质 到 另 一 种 蛋 日 
质 的 转移 。 若 干 类 电子 转移 蛋白 已 被 详细 地 研究 过 ,而 这 些 赴 是 我 们 要 讨论 和 比较 的 ， 


9.1.a 铁 - 硫 蛋白 
铁 - 硫 重 白 中 含 金 属 的 单元 已 在 5. 3.a 节 广 泛 地 讨论 过 了 。 表 5.2 列 出 了 几 类 已 知 的 铁 - 
硫 重 白 和 它们 的 某 丝 物理 性 质 。 在 大 多 数 这 些 蛋 白 中 , 铁 - 硫 徐 的 主要 功能 是 推动 电子 转移 , 然 
mi, Fe Sn 单元 所 其 有 的 那 种 很 明确 的 催化 功能 ,如 双 氮 或 亚 硝酸 盐 的 还 原 ,柠檬 色 和 异性 檬 
酸 间 的 相互 转化 ,甚至 像 DNA 特定 部 位 的 水 解 功能 , 现 已 在 多 种 酶 中 发 现 .这 些 酶 往往 是 (但 
v RO 具有 附加 的 金属 中 心 ,而 原子 的 转移 反应 正在 这 里 发 生 。 在 活性 部 位 上 仅 有 一 个 铁 - 
矿 中 心 的 醇 中 ,表征 得 最 好 的 实例 是 乌 头 酸 酶 。 有 意思 的 是, 被 这 种 酶 众 化 的 反应 在 任何 一 步 
都 不 含 电子 转 移 过 程 , 但 却 用 到 了 一 个 和 纯 氧 还 铁 - 硫 蛋 白 中 发 现 的 几乎 等 同 的 单元 。 一 个 和 
IRE- 结 合 蛋 白 中 类 似 单 元 的 功能 , 曾 在 第 6 章 讨论 过 ,而 乌 头 酸 酶 本 导 则 将 在 第 12 章 涉及 到 。 
此 处 我 们 仅 着 眼 于 铁 - 硫 蛋 白 作 为 电子 转移 剂 的 功能 .上 .用 以 分 离 和 纯化 这 些 蛋 白 的 方法 
仪 有 历史 意义 。 在 生物 化 学 中 ,鉴定 蛋白 质 的 传统 方法 是 测定 酶 的 活性 ,而 活性 随 纯度 的 提高 
而 增加 。 纯化 酶 有 一 套 方 法 .如 柱 屋 析 , 凝 胶 电 泳 和 分 级 沉淀 法 , 运用 现代 分 子 生物 学 的 手段， 
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纯 蛋 白 常 通过 克隆 基因 表达 或 cDNA 碎片 来 制备 .由 于 铁 - 硫 蛋白 不 具备 酶 的 活性 ,分 离 提 纯 
在 很 大 程度 上 依赖 于 物理 的 而 不 是 化 学 的 方法 ,特别 是 电子 自 旋 共振 谱 ( 表 5. 2)。 所 幸 的 是 ， 
如 前 所 述 (4. 4. a WO ,高 灵敏 度 的 EPR 法 能 检测 和 剔除 杂质 ,筛选 出 某 些 纯 净 的 铁 - 硫 蛋白 晶 
IRE 

铁 - 硫 重 白 的 氧化 还 原 化 学 和 与 nFe-mS 核 相 对 应 的 合成 模型 已 广 为 研 究 。 已 知 的 四 类 铁 
REA ,将 按 复合 物 中 铁 原 子 数 目 增加 的 顺序 依次 讨论 。 

Gò [TFe-08]. E% 5. 3a 节 所 指出 的 那样 , 红 氧 还 蛋 和 由 (rubredoxin) 的 活性 部 位 会 一 个 
高 自 旋 的 FeCI ,II) 离 子 , 它 与 4 个 半 胱 氨 酸 根 的 硫 原 子 配合 ,处 于 近似 四 面体 的 排 布 ， 现 已 
解 出 几 种 从 不 同 的 细菌 源 中 获得 的 红 氧 还 电 白 的 晶体 结构 ,并 运用 高 分 状 率 (1.0~1.5& X 
射线 衍射 数据 得 到 了 精确 的 结构 ,其 中 Fe-S 平均 距离 者 几乎 等 同 , 均 在 实验 误差 范围 内 ,数值 
接近 2. 28A 。 这 个 距离 与 合成 的 类 似 化 合 物 .…( 邻 -二 甲 攻 基 二 矿 醇 根 ) 铁 (J) 中 的 数值 极其 
吻合 。 作 该 化 合 物 中 ,Fe-S 平均 距离 为 2, 2674. Fe 工 ) 形 式 的 红 氧 还 蛋白 的 还 原形 结构 尚未 
被 广泛 地 研究 过 . 氧化 形 和 还 原形 的 P. aerogenes 红 氧 还 蛋白 的 EXAFS PREM Fe SER 
J 2.26 ÀME 2. 32A。 上 局 一 种 中 离 仍 和 从 模型 配合 物 如 二 ( 邻 - 二 甲 芋 茹 二 硫 醇 根 ) 铁 (1 》 
和 如 ( 芋 硫 醉 根 ) 铁 (I) 中 得 到 的 数据 一 致 ,其 中 Fe-S 平均 距离 接近 2. 36A 。 综 上 所 述 , 红 和 气 
述 重 白 及 其 模型 配合 物 的 结构 数据 表明 ,通过 还 原 , 铁 中 心 并 无 大 的 变化 。 高 铁 和 亚 铁 型 间 的 
差别 仅 在 于 Fe-S 距离 有 2%~3% 的 增加 ,而 配 位 数 和 自 旋 态 均 匹 变化 . 红 氧 还 蛋白 的 还 原 电 
位 通常 在 一 50 一 十 50 mV 间 。 

Gi) [2Fe-28 ]. S. platensis RAM 8 A Cerredoxin) HIR PE t Bak D FeS (S-Cys),1 8 
元 的 存在 。 正 如 5.3. a AT ER RP ZA J EZE F] X 射线 晶体 法 测定 前 ,通过 物理 化 学 
的 实验 推断 的 。 此 外 ,合成 的 横 型 配合 物 在 该 蛋白 的 结构 报道 之 前 就 已 制备 出 来 ,并 进行 了 结 
构 和 波谱 的 表征 。 在 氧化 形 中 ,该 部 位 会 2 个 Fel 了 ) 离 子 .每 一 个 均 为 四 面体 配 位 ,其 中 2 个 
为 桥 式 硫 基 ,2 个 为 端 梢 的 半 腕 氨 酸 硫 淳 根 ,Fe-Fe 距离 2. 70 À ,Fe-S-Fe 键 角 接近 75*, 反 映 了 
其 中 明显 的 存在 金属 -金属 键 . 看 来 , 售 此 类 中 心 所 有 的 生理 过 程 都 经 历 单 电子 转移 ,形成 混合 
fft Fe( I )-FeC 1), 无 论 是 蛋白 质 还 是 模型 的 这 种 价 态 , 尚 无 详细 的 结构 信息 ,尽管 EXAFS 
的 研究 提出 Fe-Fe 距离 增加 到 2. 76 À 。 这 两 个 铁 中 心 呈 反 铁 磁性 偶合 , 单 电子 则 离 域 在 两 个 
铁 的 位 置 上 。 稳 斯 鲍 尔 谱 的 研究 表明 ,在 该 时 标 上 电子 交换 缓慢 ( 见 表 4. 1)。 对 还 原形 模型 配 
合 物 的 类 似 和 研究 证 实 了 同样 的 结果 ,表明 了 这 种 不 对 称 性 , 即 存在 2 个 分 立 葛 但 又 相互 转化 的 
Fe( 1 ) 和 Felt) 中 心 ,而 不 是 完全 离 域 的 体系 。 此 为 艇 合 物 固有 的 性 质 ,并 非 蛋 白质 强加 的 ， 
这 种 会 两 个 铁 中 心 蛋 白质 的 还 原 电 位 , 比 单 核 中 心 的 更 贷 , 在 一 280~ 一 490 mV 的 范围 内 。 

Gi» [3Fe-48 ], 导致 对 铁 - 硫 蛋白 中 3-Fe 中 心 表征 的 专 实 曾 在 5. 3, a 节 述 及 。 目 前 , 几 种 
A Fe,S, CS-Cys); 单元 蛋白 的 精确 的 晶体 结构 已 确立 。 上 述 单 元 可 简单 地 想像 为 FesS, 立方 体 
fA fe LR 5.2)。3-Fe 中 心 的 氧化 形 会 3 个 FeC IAF, EPR 和 穆 斯 鲍 尔 谱 与 3 个 等 同 的 
铁 原 子 一 致 ,而 总 自 旋 为 1 其 .因此 ,这 3 个 高 自 旋 的 Fe( 开 ) 离 子 为 受 铁 磁性 偶 台 ,所 形成 的 体 
系 在 基态 有 一 未 成 对 的 电子 。 该 单元 的 结构 与 明显 具有 铁 - 铁 键 的 结构 一 致 ,正如 上 述 在 双核 
部 位 中 发 现 的 那样 . 该 中 心 的 还 原形 含 两 个 Fet 1 ) 离 子 和 一 个 Fe( 1 BF, PART MUR EAA 
存在 一 个 高 自 旋 的 Fe(E) 中 心 和 一 对 等 价 的 位 置 ,将 的 氧化 态 接近 Fe ^70, — ERU RB ES 
为 S=2。 二 述 结果 可 用 铁 中 心间 的 反 铁 磁 性 偶合 加 以 解释 。 

D. gigas KALEH LES E 0229 —130 mV , BR , A. vinelandii FRIED 工 的 氧化 还 原 
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电位 已 直接 用 电化 学 的 实验 测定 ( 见 4.8 节 》。 最 初 ; 曾 经 提出 上 述 蛋 白 中 的 [4Fe-4Sj 艇 和 
[3Fe-49] 敌 分 别 在 电位 为 十 0. 320 和 一 0. 424 V 时 进行 单 电子 转 称 反应 ,但 由 此 引发 的 疑问 
是 :究竟 是 什么 可 能 的 因素 在 起 作用 ,需要 如 此 晤 殊 的 电位 ?9 直到 发 现 用 于 氧化 还 原 滴定 的 试 
剂 Ki;[FetCN)0] 能 破坏 [4Fe-4S] 租 ,产生 一 琉 基 时 , 才 证 明 最 初 的 推测 是 错误 的 。 这 个 例子 证 
明了 确信 金属 蛋白 在 经 历任 何 物理 测定 后 , 仍 保 持 它 天 然 的 组 成 和 结构 的 重要 性 .图 9, 1 表示 
T D. africanus KAREA FE pH 为 ?.0, 以 热 解 石 黑 作 电 极 时 的 循环 伏 安 图 ,一 对 A' 相 当 
T DBFe-4S p Ee FEA, E= C110 10) mV ERT pH, Bp 
dE, ;/d (pH) = —55 mV 

Iri — UR E BH SEP RUP SR RF. 一 对 B' 表 未 [4Fe-4S 了 + 在 电位 为 (一 400 土 10) mV 时 
还 原 为 [4Fe-4S]+ 簇 ( 见 下 一 节 ) ,在 一 695 mV 下 ,相应 于 一 对 C' 的 氧化 还 原 过 程 , 曾 被 假定 为 
[3Fe-4S J" 的 还 原 ， 


[3Fe-45]? — [4Fe-48]?* — [3Fe-4SI" 


和 4 L 


- MFRS 


LT L. LL 1 L 
—B00 _ + 400 一 200 0 
EE 相对 于 标准 氧 电 杠 lmy 
图 93.1 #BD.africanus 提 联 的 铁 氧 还 看 白 在 热 解 石墨 电极 
上 的 微分 脉冲 极 谱 图 (a) 和 循环 伏 安 图 (b) 
图 中 示 出 了 三 种 电子 转移 过 程 的 表征 [S] B A.J. Thomson et al. 
Biochemical Soctety Transactions 19,594 一 599(19917] 


Gv) [dFe-4S]。 最 后 一 神经 充分 表征 的 铁 - 硫 中 心 具 有 FeS, 立方 烷 型 的 结构 .这 类 复合 
物 可 看 作 是 两 个 Fe;S; 单元 的 二 聚 体 , 它 是 在 植物 型 铁 氧 还 蛋白 中 发 现 的 ,其 中 的 硫 基 和 3 个 
而 不 是 两 个 片 中 心 桥 联 , 这 种 结构 已 在 多 种 不 同 的 蛋白 质 中 观测 到 ,它们 或 是 单独 的 或 是 在 其 
他 辅 基 存在 时 出 现 。 铁 - 铁 距 离 青 次 接近 2.7 À 。 该 单元 区 别 于 上 述 其 他 中 心 的 最 显著 的 特征 
之 一 ,是 它 能 以 三 种 而 不 旦 两 种 氧化 水 平 存在 ,此 外 , 它 产 生 于 不 同 的 重 白质 中 。 已 , aerogenes 
Mx E T SE AS 2 个 Fe,S,(S-Cys), KAM ,每 个 繁 合 物 的 氧化 访 ERED 27 Fe( 工 ) 离 子 和 
2 个 Fe(IT) 离 子 , 相 当 于 在 FeS, 单元 上 的 总 电荷 为 十 2。 该 体系 实际 上 是 电子 离 域 的 , 它 具 有 
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4 T 3H SK PSL I H-2.5, KEES JBE SKIN Faus l Rr OE E 1 个 
Fe( LOR 3 4- FeC IOS RH rub Je EE E. TREE .Chronatium RAE EA GIEREK 
高 电位 铁 蛋 白 或 HiPIP) 的 还 原形 含 1 个 Fe,S t Hoc ALEUT Fesi Eon BALA 
3 FeCIOR 1 $ Fel DAFP. 

通过 大 量 的 波谱 和 化 学 数据 , 才 认 识 到 Fe,S,(S-Cys), 单元 能 以 两 种 以 了 上 的 氧化 水 平 存 
在 ,它们 可 用 以 区 别 两 类 细菌 的 铁 气 还 和 蛋白。 其 总 电荷 和 氧化 水 平 ,只 有 在 制备 并 表征 了 相应 
部 位 的 合成 模型 后 才 得 以 测定 , 仅 洁 蛋白 质 的 上 郧 体 结构 是 不 能 实现 的 ,这 些 模型 配合 物 还 揭示 
了 各 种 氧化 水 平 的 若干 重要 性 质 ,包括 ， 

Gi) Fe.S,2 核 在 性 质 上 相对 单一 , 它 的 结构 沿 轴 向 略为 压 纶 ,使 对 称 性 由 Ts RE S Das 

Gi) FesS.+ 核 对 环境 的 影响 颇 为 敏感 , 它 的 结构 ,其 到 基态 的 自 旋 态 部 随 帅 体 环境 的 改变 
而 变化 ; 

Gi Fess, 半 的 形式 很 礁 稳定 ,但 若 有 很 大 的 硫 醇 根基 团 , 则 能 制备 出 它 的 模型 并 加 以 表 
征 ,甚至 能 用 X 射线 晶体 法 加 以 测定 。 

FeS (SRY 篇 每 个 铁 原 子 结构 的 变化 比 单 铁 型 中 心 的 小 。 在 典型 的 [FeiS,CSR),] . 
[FeS (SRU Fe, S,CGEO, P 3E 6 prn ETHER WERE SATB 2.25 À 2.28 A #9 2.314, 
相当 于 每 加 入 一 个 电子 ,改变 1, 3%%# 而 对 于 单 核 的 中 心 , 则 改变 225—396. E] 9.2 表示 了 当 
R=Ph(¿(sk Ph 的 取代 基 ) 时 ,所 观测 到 的 结构 随 氧 化 和 还 原作 用 的 变化 。 


3- 
i RS 286 A 7 
- R& N 1 
RS 2.2604 | 2296 A lli - 1-8 SR 
* 1-8 SR < _ LC 
SA Fe Fà Pa S Fe 
e te 2.354 Å — 
2233 À— Jf ss 2.267 Af 3 
和 -一 二 Fe- Sc Fe. ~SR S “Fes - SR 
Fe Ng SR Fe — 8 一 一 
[-—2.208 À j- 2.263 A 4— 2 295 À 
RS RS RS 
Fe,S SR); Fe,S,(SRM- FesSu[SRJ 


图 9. 2 [FeS (SRL ASAR- 3EO eg ie 
该 结构 作为 总 电荷 的 函数 ,后 者 由 合成 模型 通过 晶体 学 演绎 而 来 ( 西 种 氢化 程度 较 高 的 
艇 合 物 在 一 个 方向 上 上 略为 卜 缩 ,而 还 原 程度 晤 高 的 一 个 则 沿 一 个 方向 上 有 所 拉 长 } 


由 Fe,S, ' 和 FesS, 半 单元 的 单 电子 性 而 来 的 顺 磁性 ,促成 了 用 EPR BOSE IBS HUS] CC 
5. 2), 这 种 顺 磁性 也 使 半 脏 氮 酰 残 基 的 CH; 共振 ,产生 了 较 [4Fe-4SJ]' 态 大 的 顺 磁 位 移 ,。 上 
述 重 白 也 曾 用 广 延 共振 拉 曾 光谱 进行 过 研究 ,其 些 Fe-S.Fe-SR RUE CTI BIA zÑ fE 18 h 
H 245—460 cm ! 范 围 表征 , 对 L4Fe-4S] 和 蛋白 物理 生 质 的 综合 研究 ,使 得 从 它们 特征 的 磁 学 和 
谱 学 信号 中 来 鉴别 它们 变 得 相对 容易 些 ， 

含 T4Fe-4S] 单 元 蛋白 的 氧化 还 原 电 位 的 范围 跨度 极 大 ,这 是 因为 它们 的 二 种 氧化 水 平 接 
近 ， 如 白质 处 上 [Fess + 和 [Fe,Si]j 水 平 之 间 , 电 位 的 范围 从 -650 一 一 280 mV , m 24 H 
[Fe,S, ^ fü LFe,S, J' 时 , 则 接近 十 350 吉 Y。 对 合成 模型 的 研究 ,证明 其 些 效 应 能 调节 这 些 出 
H, Jt [Fe,S,(SCH»CH.OH), J/7  * Al [Fe,S,(S-Cys- CAO NHMe), 一 转换 的 电位 就 比 相 
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RES PI BJ PER rp CURIE OC 2086 , 382 BH šE ET AE Ei f Fa fu [8] Br IE RO RC DER T =60—80 mV, 
另 一 个 重要 的 地 , 即 电子 转移 速率 常数 ,已 从 模型 化 合 物 上 测 得 ,不 和 久 便 会 发 展 得 更 完善 。 
在 金属 蛋白 中 ,从 表面 到 氧 还 活性 金属 中 心 的 远程 电子 转移 ,在 目前 的 生物 无 机 化 学 中 ,是 一 
个 令 人 丰 感 兴趣 的 课题 ,对 了 铁 - 硫 蛋 白 主 要 的 功能 ,其 中 包括 电子 转移 ,基本 的 是 要 了 解决 定 
这 类 反应 速率 的 内 素 。 研 究 双 分 子 [FetS,CSR)4] ”的 外 界 速率 常数 ,已 能 方便 地 通过 观测 复合 
物 由 w=2 到 w=3 态 电子 转移 引起 的 !H NMR 峰 形 的 变化 来 进行 。 它 的 速率 常数 在 10 一 10 
(mol/L) * + s “范围 内 ,从 而 使 [FesS4] 立 方 体 的 电子 转移 建 率 ,在 无 机 化 学 中 属 十 已 知 的 自 
交换 过 程 较 快 的 一 类 。 当 [4Fe-4S]- 蛋 站 进行 "一 2 到 w=3 的 转变 时 ,上 述 数 值 比 已 知 最 快 的 
电子 转移 速率 还 要 大 10! 以 上 。 通过 模型 化 合 物 得 到 的 这 些 研究 结果 ,导致 对 L4Fe-4Sj 簇 合 物 
作 如 下 描述 , 即 电 子 转移 速率 快 ,此 与 簇 合 物 的 重组 能 极 低 相符 , 实际 的 电子 转移 速率 为 铁 - 硫 
核 外 在 的 因素 所 控制 。 


9.1.b Eee 

85 389 EE DIR f TREE I Py BJ SR ER Pb K fd šE E (blue copper protein) . 这 种 措 词 可 能 
AE & Ac VES CT MAA mn [ Ca (,O) ]* ,都 是 蓝 色 的 , 然而 ,和 二 价 铀 简单 化 合 
物 的 郑 色 相对 应 的 吸收 带 , 其 典型 的 消光 系数 为 5 一 10(mol/L) 1 cmt, ERRAR AH E 
峰 则 出 现在 600 nm AA. HARES. AX 3000ol/L) 1 cm 1。 图 9.3 示 出 了 一 
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图 %.3 握 化 形 质 体 蓝 素 和 六 水 合 铜 (I ) 离 子 电 子 光谱 的 比较 


例 . 由 于 对 这 种 糊 色 特别 深 的 起 因 感 兴趣 ,激励 了 许多 人 去 研究 这 些 蛋 白 中 金属 结合 部 位 的 性 
质 。 进 一 步 的 研究 证 实 了 某 些 其 他 值得 注意 的 谱 学 性 质 ,其 中 最 著名 的 就 是 蓝 铜 蛋 日 的 EPR 
OL 4.4 节 和 图 4.5) 上 反映 了 若干 不 寻常 的 性 质 ,包括 高 g 值 和 低 A4 值 ,意味 着 末 成 对 电子 比 
在 其 他 铜 (I ) 配 合 物 中 更 具有 离 域 性 . 蓝 铀 中 心 既 存在 地 较 小 的 含 单个 铜 离子 的 蛋白 质 , 如 质 
fA dE X (plastocyanin, Æ A ERDA H E H azurin ,来 自 细 苦 ) 中 ,也 存在 于 复杂 的 酶 (多 铜 氧化 
酶 ) 中 ,后 者 在 多 种 讨 识别 的 位 置 上 含 4 个 或 更 多 的 铀 离子 。 蓝 钢 蛋 白 中 铜 的 部 位 通常 称 为 类 
型 1, 正 如 第 于 章 所 描述 的 那样 。 

1k X 射线 晶体 法 测定 某 些 蓝 铜 蛋 睛 的 结构 以 前 ,已 经 进行 过 多 种 波谱 研究 以 阐明 含 铜 
部 位 的 几何 构 型 。 光 学 SER SERA X 射线 吸收 光谱 均 起 了 重要 的 作用 。 这 些 研 究 一 
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般 都 依赖 AALS AREA LASERS. ARE ID RT GRE IE MRR ERE 
白 的 光学 研究 和 对 本 生物 一 样 , 当 其 中 的 铜 离子 被 其 他 金属 取代 时 ,得 到 某 些 与 强 可 见 吸 收 带 
起 内 有 关 的 重要 结论 SRA RA O ) 离 子 的 一 个 配 体 。 如 前 所 述 , 这 些 蛋 白质 特征 吸 
区 带 的 位 置 ,发 生 在 能 其 与 许多 五 配 位 和 六 配 位 的 铀 C1} 配合 物 d-d 带 类 似 处 ,然而 , 它 的 高 
强度 又 使 得 表征 为 d-d 跃迁 让 人 难以 置信 ,考察 菜 些 蓝 铜 蛋 白 销 C1 ) 的 入 生 物 , 证 明了 .上述 吸 
收 带 的 存在 ,其 强度 和 Cu( 工 ) 的 类 似 物 相似 ,但 出 现在 大 约 300—350 nm 处 。 从 Cu ED) 到 
CoC 1 ) 向 能 量 较 高 的 方向 转移 ,和 从 配 体 到 金属 的 电荷 转移 带 苔 迁 的 表征 “ 致 。 根 据 上 述 电 
荷 转移 茎 迁 的 做 置 , 可 以 认为 给 体 大 概 是 芒 醇 很 。 为 了 补充 提供 Cut I ) 配 合 物 这 种 不 寻常 可 
见 带 的 表征 ,又 通过 对 Cu(I) 形 式 近 红外 区 和 CoC ED 形式 可 见 和 这 红外 区 的 配 位 场 跃 迁 的 
分 析 , 提 出 这 些 金属 离子 处 于 睛 变 的 四 面体 几何 构 型 中 。 其 他 支持 硫 醇 根 配 位 的 汪 据 ,来 自 对 
结合 金属 和 脱 辅 基 重 旦 的 光电 子 能 谱 硫 区 域 的 分 析 。 在 这 些 研究 中 ,发 现 不 同形 式 的 蛋白 质 
中 ,有 “个 入 原子 发 生 明 显 的 位 移 , 这 些 结果 指出 .在 不 同 的 形式 中 ,有 一 个 半 用 氨 酸 硫 原子 处 
于 十 分 不 辣 的 环境 ;在 脱 辅 基 的 形式 中 ,是 质子 化 和 游离 的 ;而 在 含 金 属 的 形式 中 , 则 是 脱 质子 
并 和 人 金 许 结合 在 -起 的 。 

对 还 原形 菠 药 质 体 蓝 素 在 D;O 中 的 NMR 谱 研 究 表 明 ,共振 信号 可 表征 为 2 TAB 
基 .。 当 和 蛋白质 氧化 到 Cu 1) 态 时 ,共振 信号 消失 ,信和 号 的 消失 可 能 是 由 于 质子 接近 顺 磁 金 属 中 
心 , 致 使 信号 位 移 和 加 宽 . 此 外 ,把 还 原形 蛋白 质 作 为 pH 函数 的 波谱 研究 表明 ,这 两 个 组 氨 酸 
的 去。 值 异 常 的 低 。 这 些 观测 提供 了 强 有 力 的 证 据 , 表 明 铜 的 两 个 给 体 原子 为 组 氨 酸 残 基 味 
WER. Se Eek ,根据 兴 学 和 红外 光谱 的 研究 所 得 到 的 数据 ,可 以 认为 :在 蓝 铜 蛋白 中 ， 
金属 处 于 畸变 的 四 面体 环境 中 ,一 个 配 体 为 半 胱 氨 酸 的 硫 醇 根 ,两 个 为 组 氨 酸 的 氮 , 第 四 个 配 
体 则 建议 为 脱 质 子 的 酰胺 氨 .X 射线 吸收 光谱 对 氧化 形 蓝 蛋白 的 研究 ,支持 了 上 述 总 体 结构 的 
描述 。 从 EXAFS 数据 得 出 ,一 个 硫 原 子 处 于 非常 短 的 2,10A 距离 ,而 2~3 个 氮 原 子 处 十 
2.00 À 的 虐 离 上 .这 些 结果 显然 与 所 提 结 构 的 上 要 特征 一 致 ,但 却 不 能 明确 表明 第 四 个 配 体 的 
TERR, 

蓝 铜 部 位 最 后 的 结构 表征 ,由 氧化 形 级 性 质 体 监 素 在 分 辨 率 为 2. 7 A BF 65 RAR 
W. PA FR OE OO i a AY A ie it APSE TMP E 
提供 。 随后 ,由 分 辩 率 更 高 的 精确 测定 证 实 了 最 初 的 描述 。 LARRY RRMA 
图 9.4 中 , 这 种 久 贺 柱 现 钓 重 白 结构 首先 在 免疫 球 蛋 白 的 范畴 内 观测 到 。 审 视 钢 的 部 位 证 实 
六 许多 有 趣 的 特性 ;i) 由 波谱 学 研究 得 出 的 结构 和 实际 的 结构 十 分 接近 。(ii) 铜 - 半 胱 氨 酸 根 
硫 键 确实 很 短 ,正如 EXAFS 的 结果 所 预料 的 那样 。 相 反 , 钢 - 甲 硫 氢 酸 的 键 却 很 长 (2. 9 ADIRE 
且 尽 管 作 了 相当 大 的 努力 , 仍 不 能 为 EXAFS 的 研究 所 检测 . 这 种 弱 的 相互 结合 的 意义 尚 不 清 
25. Gi) 乌 的 部 位 接近 蛋白 质 表面 ,一 个 配 位 给 氨 酸 残 基 的 边缘 暴露 在 溶剂 里 , TER ERU 
铜 部 位 附近 ,有 一 小 块 玖 水 性 的 区 域 . 曾 设 想 这 小 块 区 域 可 能 是 质 体 蓝 素 和 它 的 氧 还 伙伴 蛋白 
相互 作用 的 位 置 ,这 上 方面 以 后 还 要 涉及 到 。 

Hif JURE CERE EJ PJ ña 2a pi ARE I NMR 法 进行 了 测定 . 例如 ,铜绿 假 单 胞 
E HR ds EIB) £6 ur D IAE HRI ak y zk Bi + FAR A PU EUR EE IPLE , 
尽管 其 中 的 金属 是 五 配 位 的 , 半 胱 氨 酸 和 2 个 组 氨 酸 构成 三 角 面 ,而 甲 硫 氮 酸 的 硫 和 骨架 上 的 
一 个 醚 氨 氧 形成 长 的 (S34 ) 轴 向 键 。 法 转 豆 质 体 蓝 素 的 结构 也 已 用 NMR 法 测定 ,测定 的 结 
属 基 本 上 和 极 性 质 体 蓝 素 等 同 ,。 上 上 述 观 测 虽 不 惊人 但 很 重要 ,因为 大 多 数 的 波谱 和 化 学 研究 已 
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图 9,4 SERES TE BSS HO SY fr 
Fe epar F 00368 D FR AAT S A E Gr i Me C 


H rikREDPGmBHe LE. ZR 
[2] 85 Et He E CIPUE — E DS S28 ña B 
i 个 铜 原子 的 酶 :3 个 项 原 子 组 成 了 
素 中 的 情况 十 分 相似 ， 


选择 极 性 质 体 监 索 进 行 晶体 学 的 研究 ,是 因为 它 是 14 种 不 
.最 后 ,抗坏血酸 氧化 酶 的 结构 最 近 已 被 测定 , 它 是 -种 合 
一 个 三 核 单元 ,还 有 1 个 铜 处 类 型 1 的 位 置 上 ,和 质 体 蓝 


由 于 这 些 香 白 质 参 与 了 电子 转移 反应 ,因而 考察 蓝 铜 伍 丹 在 还 原形 时 的 结构 就 变 得 饶 有 


兴趣 .这 个 月 的 在 狼 性 质 体 餐 素 上 获得 了 成 功 , 在 高 HOPH=7.8) 时 , 铜 的 部 位 和 氧化 形 的 蛋 


白质 非常 相似 , 仅 在 Cu -N 键 上 略 
-起 的 重组 能 相对 而 言 是 低 的 ,而 了 


有 拉 长 (图 9. 4)。 上 述 结果 再 次 反映 了 和 金属 中 心 联系 在 
EF 是 和 这些 金属 中 心 驳 与 了 和 牛 物 学 上 的 电子 转移 反应 ,有 超 的 


E. SERRI pH( 到 pH 为 3.8) 重 新 测定 结构 时 ,发 现 有 一 个 组 氮 酸 配 体 质子 化 了 . 昌 从 外 
中 心 上 解 离 下 来 .与 此 同时 ,Cu- 甲 硫 毛 酸 的 硫 键 缩短 到 2. 5 À .这 个 结果 解释 了 早先 观测 到 的 
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质子 和 电子 转移 的 偶合 ,证 明了 -个 重 此 的 原理 , 即 蛋白 质 金 


届 中 心 氧化 还 原 电位 的 调节 受 结 合 配 体 酸 厂 性 的 影响 。 


EEA? than ia 


结构 分 机 证 实 了 预期 的 结 


saw ARAL 


H E A RA Ea mS Sd 


BARA PAA T oA A RE SE Pk E RICHTER 
H8 S | ETE MII ER OD, ARLE RMR BOO, ERA E 


A. ME— MLN EN 9 riae k IE — I EH RERO BEDAE T yl. ae 


SiMe PEAS SEZ BI SLE ZEE ak d 


可 能 是 张力 态 一 个 好 的 例子 ( 见 12. 1 节 ), 其 中 和 蛋白质 的 结构 有 足够 的 见 性 强制 金属 中 心 ,而 


在 强制 力 磁 的 分 了 中 


是 很 礁 做 到 的 。 在 这 个 例子 中 ,这 种 强制 力 症 以 使 一 个 畸变 四 面体 (或 蓝 


3k EDI) S Fee HE) B BUD HES SERB E Cul I)- 硫 醇 根 单 元 ， 对 许多 较 简 单 的 配 体 ,Cuf oA 
Cut I ) 丁 :人 台 物 在 结构 上 颇 不 相同 ,因为 Cu 1) 倾向 于 较 高 的 配 位 数 ( 通 常 为 5 或 6) DUC (T 


Aik, 


CuCIO, A T BREA 
RA PASE. Ef 
配 体 , 它 能 提供 3 个 给 体 


BRETT zs 


部 位 类 1 


寺 则 采取 平面 正轨 形 的 几何 攀 型 ;而 Cun 了) 惨 名 二 较 低 的 配 位 数 ,四 沁 位 的 立体 化 学 则 为 四 


试 以 合成 类 似 十 牙 饥 部 位 的 产物 ,但 威 切 的 实例 极 有 其 有 限 .无 疑 ,取得 进 
展 最 大 的 障 但 是 伴随 痊 硫 醇 根 到 二 硫化 物 的 作用 , 硫 醇 根 了 配 二 倾 辐 上 将 Cu ( 1 ) 8 s 29 
上 ,一 日 质 把 六 上 腕 氨 酸 根 配 体 足 够 深 地 夫 藏 在 多 肽 链 中 ,使 以 上 作用 
air GS AES ES CH Ce AE O 
EELDAME. FET 4 BJ RED ,这些 配 体 的 Cu( ! ) ñE 


台 物 进行 模拟 类 型 1 部 位 的 光学 和 EPR 性 质 ,然而 ,它们 通常 在 温度 高 于 40°C ats, Hi 
Vr AU RE 2 AEG mifa IH C.F.S ak Ph,CS 
HERRIE CuC 1) SR 距离 很 短 。 


9.1.c 细胞 色素 


RT 
450 - - 样 .这 些 和 蛋 
P-450 [x 1j 
细胞 色素 都 有 两 个 来 自 
# c 中 , 轴 向 的 配 
细胞 色素 有 2 个 多 

金枪鱼 细胞 色素 < 


配 体 的 Cu( I mi Gey. 止 如 预期 的 那样 , 它 站 的 


SURRY TRB EA EMM i g cytochrome), MILEA RAR P- 
AE A ME ASE EE PO. PRA ir ST BY E 3E 


— TO E S EL RARA RE, Pi A. ARTE KEE 


EA ER a) ñu ik , AL 
KASS Ben RC. — T £ HS BEBE hg C, A Pe EHE E HE. F: ñb B) 
8 氨 酸 配 体 
息 这 个 家 族 中 第 一 个 测定 结 梅 的 成 员 . 该 千 白质 示 于 图 9.5 h HH 


成 配 位 饱和 的 八 面 体 配合 物 ,在 真 核 和牛 物 细胞 色 


两 条 c- 螺 旋 , 伸 出 的 链 环 绕 着 外 啉 、 和 血红 各 口 及 细胞 色素 P-450 不 同 ,其 中 辅 基 所 在 的 地 方 
仅 与 轴 身 配 体 以 非 共 价 键 力 相 互 作用 , Rc 中 的 是 啉 通过 2 个 硫 柄 共 价 结合 ,并 由 另外 


2 TONER 


酸根 侧 链 和 原 叶 啉 K 的 乙烯 基 相 连 。 承受 峙 酸 取 代 基 的 中 啉 边缘 则 暴露 在 溶 州 帆 。 
现 已 测定 了 多 种 不 同 来 源 的 岗 钨 色素 < 的 高 分 辩 率 晶体 结 梅 。 比 较 氧 化 形 的 FecE yzl 3f 
原形 的 FeC 1 ) 的 细胞 色素 的 结构 ,表明 伴随 着 氧化 还 原 反 应 ,结构 的 变化 其 小 , 它 的 两 种 形式 


均 为 低 自 


旋 配 合 物 ,二 者 之 间 


电子 的 不 同 为 一 fa 型 电子 ,这 是 一 个 非 键 电 子 ,位 于 仅 含 = 成 分 


的 分 子 轨 道上 。 上 述 结 果 证 明了 另 条 规律 , 即 大 自然 用 以 产生 氧化 还 谨 反 应 的 体系 ,在 经 访 


电子 转移 的 过 程 中 ,结构 的 重 排 极 小 。 多 种 
知 距 离 上 的 电子 转移 反应 。 


WER c 普 广泛 地 用 以 研究 氧化 还 原 对 在 祖 隔 已 


此 处 讨论 的 这 些 研究 ,和 所 有 电子 转 笋 不 帕 的 生物 功能 都 有 关 。 
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Blos 人 金枪鱼 细胞 色素 “ 
岗 牛 示 出 了 铁 趾 呆 基 团 和 蛋品 质 践 基 的 配 仔 情况 


9.2 ”远程 电子 转移 


和 许多 双 分 子 一 样 ,电子 载体 必须 满足 在 相反 方向 上 作用 时 的 两 种 制约 。 首 先 , 它 们 必须 
适度 的 快 , 这 种 约束 是 基于 这 祥 一 个 事实 , 即 电 子 穿越 路 径 的 迁移 速率 必须 符合 生物 党 的 需 
要 ;其 次 ,反应 必须 是 专 一 的 。 电 子 转 移 的 路 径 和 其 他 的 生物 过 程 , 如 质子 的 移 位 相 侦 合 . KE 
路 径 的 一 端 产生 等 当量 的 还 原 物 ,电子 需要 经 过 :系列 的 分 子 连 续 转 移 。 倘 若 这 些 反 应 不 是 专 
一 的 , 则 电子 从 还 原 性 最 强 的 一 个 到 最 容易 被 还 原 的 分 子 的 转移 ,就 会 因 中 间 插 入 的 步骤 和 它 
们 的 偶合 过 程 而 短路 .因此 ,电子 转移 通常 发 生 在 专 一 的 蛋白 质 - 代 白质 配合 物 间 。 这 些 配 合 物 
必须 足够 的 稳定 ,才能 使 同族 伙伴 的 识别 成 为 可 能 ;车 不 很 稳定, 配合 物 的 寿命 又 很 长 , 则 会 显 
著 地 限制 全 程 的 电子 流动 ,由 于 这 些 过 程 内 在 的 结构 约束 ,生物 学 上 的 电子 转移 反应 常 顷 发 生 
TEA RA AS KB AH RBC LO ADE. 

远程 电子 转移 过 程 已 通过 多 种 途径 进行 过 探测 。 首 先进 行 的 研究 包括 电子 转移 蛋白 的 自 
交换 梁 率 .这 种 探索 的 优点 在 于 ,对 于 自 交 换 反 应 而 言 , 驱 动力 恒 等 于 地 ,因而 去 除了 电子 转移 
速率 对 该 量 的 任何 依赖 。 快 的 自 交 换 速 率 可 以 通过 氧化 和 还 原形 如 白 谤 合体 系 的 NMR Z Ñ 
效应 来 测定 。 铜 绿 假 单 胞 菌 蓝 蛋白 的 自 交 换 反 应 很 快 ,速率 常数 为 1.3X10'(Cmol/L) > 877, 
自 交 痪 过 得 对 铜 部 位 附近 蛋白 质 表 面 的 结 梅 十 分 敏感 ,者 在 蓝 水 性 的 小 块 区 域 里 ,用 带 正 电荷 
的 赖 氨 酸 残 基 取代 甲 葡 氨 酸 残 基 , 则 由于 定点 突变 ,导致 自 训 换 迷 率 急剧 降 攻 到 小 十 1xX 10 
(mol/L)! sl。 因此 , 当 观 测 到 快 的 自 交 换 过 程 , 则 清晰 地 表明 质子 操纵 了 电子 转移 反应 , 慢 
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BJ E Sz f sc z n] BE c Bh T EA PCI BRE RP ORS HERE. 

98 — R7; TEORIA RASA, LET ETE E ec 就 曾 极 广泛 地 
HES at. BAERE HR (NH. | HAAS D A HL ELE c 表面 的 组 氨 酸 
-33 相 连结 (图 9. 8) 。 氧 化 还 不 中 心间 的 蝶 离 约 为 12 。 


图 96 [RutNH;)s 上 -部 分 和 马 心 脏 细 胞 色素 c RA His 33 结合 的 结构 图 


该 体系 通过 式 9. 1 所 示 的 路 线 进 行 研究 : 


Cyt ¢(Fe( N ))-Ru(I ) Be cy cCFeC 12) RuC 1} 


a Cyt c(Fe(1))-Ru(m) (9.1) 
结合 在 表面 的 条 配合 物 起 始 快 的 还 原 反 应 ,通过 光化学 或 脉冲 辐 东 的 手段 来 完成 ,分 子 内 的 电 
子 转移 ,假设 在 已 知 的 远程 上 发 生 , 然 后 监测 Fe( 卫 ) 中 心 被 还 原 成 困 配 合 物 的 还 原 反 应 ,对 于 
上 述 著 称 的 体系 ,分 子 内 电子 转移 的 速率 约 为 30 s-:, 面 且 基 本 上 不 依赖 于 温度， 此 结果 证 实 
了 这 类 远程 电子 转移 过 程 确 实 发 生 了 ,此 外 ,对 其 他 体系 的 研究 ,使 得 对 距离 ,驱动 力 和 介质 的 
性 质 等 诸多 因素 的 研究 也 多 少 更 系统 些 。 一 个 关键 的 问题 是 :这 类 电子 转移 的 发 生 是 否 通过 化 
学 键 ,在 和 蛋白质 内 的 行为 是 否 像 一 个 大 的 桥 式 配 体 , 是 通过 空间 ,还 是 通过 这 两 种 类 型 组 合 的 
PAB 

另 一 种 方法 是 研究 真实 的 蛋白 质 - 气 还 对 。 酵母 细胞 色素 7 细胞 色素 < 过 氧化 物 酶 对 就 是 
一 个 曾 被 研究 过 的 体系 。 当 细胞 色素 < 这 氧化 物 酶 中 的 铁 趾 啉 被 相应 的 锌 中 啉 取代 所 产生 的 
物种 ,能 被 光 致 激发 到 三 重 态 , 它 具有 在 远程 还 原 其 他 物种 的 能 力 , 光 触发 体系 的 存在 ,使 电子 
转移 这 一 步 能 通过 它 自身 进行 研究 ,如 式 9.2 所 示 : 

[ZnP.Fe' P; i> [°2nP,Fe"P] 一- [ZnP + *,Fe' P] — [ZnP, Fe" PJ (9. 2) 

此 处 , 光 产 生 细 胞 色素 < 过 氧化 物 酶 中 锌 中 啉 的 三 重 激发 态 。 上 述 物种 是 一 个 强 还 原 剂 , 它 能 
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转移 一 个 电子 到 细胞 色素 < KERRIE. fI EEA A TRI AE EROS # < YT PKR npo 
间 发 生 热 电子 转移 又 回 到 始 态 .这 最 后 的 ~- 步 相当 于 生理 反应 , 即 还 原形 的 细胞 色素 < 被 氧化 
形 的 细胞 色素 c 过 氧化 物 酶 氧化 ( 见 11. 4.b 节 )。 酵 母 细胞 色素 /细胞 色素 < 过 氧化 物 酶 对 ， 
在 估计 约 为 17 的 距离 上 的 电子 转移 速率 接近 1. 1 XxX 10's :。 若 酵母 细胞 色素 c 被 马 心 脏 的 
1H e 所 取代 , 则 速率 降 至 12 s ,这 再 次 证 明 罩 白质 -蛋白 质 的 识别 在 促进 分 子 同 电子 
转移 中 的 重要 性 ， 

该 领域 最 近 有 一 个 激动 人 心 的 进展 , 那 就 是 测定 了 从 酵母 中 提取 的 酵母 细胞 色素 c 过 氧 
化 物 覆 和 从 蕊 的 心脏 而 来 的 细胞 色素 c 分 子 彤 成 的 配合 物 的 晶体 结构 。 对 忌 母 细胞 色素 c, E 
JE B3 RU Gr 9g rh LFe-Fe 距离 为 26.5 上 ,并 和 一 条 短 的 展开 的 多 肽 链 ( 细 胞 色素 < 过 气 化 移 酶 
残 基 191-1945 [8] T£4€ van der Waals 作用 力 。 这 条 短 的 多 肽 链接 近 血 红 素 基 团 和 酵母 细胞 色 
素 c 的 - -部 分 ,包括 :个 血红 素 的 甲 基 基 团 .而 在 妆 心 驻 细胞 色素 < 的 结构 中 ,Fe-Fe 距离 较 前 
AK 3.5 À ,但 没有 涉及 到 有 关 电 子 转移 的 途径 。 蛋 白质 -蛋白 质 配合 物 在 生物 电子 转移 中 详 
细 的 结构 信息 ,将 上 分 有 助 于 测定 远程 电子 转移 机 理 的 实验 设计 。 

另 -个 广泛 研究 过 的 体系 是 来 自 细菌 的 光合 成 反应 中 心 。 该 中 心 的 功能 好 似 一 个 天 然 的 
光 致 电子 输 运 体系 .其 主要 的 优点 是 它 以 蛋白 质 紧 密 绪 合 的 聚集 体 的 形式 存在 ,使 晶体 结构 的 
测定 有 足够 高 的 分 辩 率 ,这 种 结构 信息 赋予 电子 给 体 和 受 体 的 某 些 特性 ,如 距离 和 相对 方位 以 
可 常 性, 该 配合 物 中 某 些 辅 基 间 的 电子 转移 速率 已 经 测定 。 邻 人 感 兴趣 的 是 ,光合 成 反应 中 心 
和 两 个 可 能 的 电子 转移 网 络 近 似 地 呈 二 重 对 称 , 但 实际 用 到 的 只 有 其 中 的 - -个 。 此 外 ,该 体系 
实施 单 向 电子 转移 的 效率 相当 高 。 下 一 节 我 们 还 将 加 到 这 个 体系 上 来 。 


9.3 电子 转移 与 距离 及 驱动 力 的 相关 性 


电子 转移 理论 均 预 示 氧 化 形 和 述 原 形 生 白质 不 同 结构 间 、 给 体 和 党 体 所 的 距离 及 电子 转 

移 反 应 的 驱动 力 对 电子 转移 速率 的 相关 性 。 这 些 理论 的 基础 是 给 予 和 接 爱 电子 波 函 数 的 简单 

其 子 力学 表达 式 。 介 质 对 这 两 个 波 函 数 所 起 的 作用 很 小 。 电子 转移 反应 的 速率 由 式 9. 3 决定 : 

ka= Ga AIT a (FC) (9. 3) 

AP Tu JE BE B 22 RE EE FH 2 lb E A CE k. DOR (630 CE P, A T] EB f BIB ë TE 

用 ;FC Xy Franck-Condon 因子, 用 以 量度 在 电子 转移 过 程 中 核 的 移动 。 式 中 的 每 一 项 都 能 采 

取 不 同 的 近似 方 式 。Toa? 威 简单 的 表达 式 表 示 出 和 距离 晨 指 数 的 穴 减 ,正如 式 9. 4 所 描述 的 
那样 ， 


Me 


Tos! — Tis! exp — OR — Ro? ] (9. 4) 
AH Ths R= R. WAY BE B R OE EEG LR 为 给 体 和 爱 体 最 近 的 原子 间 的 距离 ,R。 为 van der 
Waals 接触 距离 (一 般 为 3.6 OB 为 措 述 介质 效应 的 参数 。 F ok 5832 8 2809 Kik k APAE 
了 介质 结 档 的 因素 。 对 这 些 表 达 式 将 作 简 短 的 讨论 ,EC DOES RUE ICM T Marcus 理论 
的 基础 ， 式 3,5 给 出 了 经 典 的 表达 式 ， 

FC = (4AnART) U2exp[ — (— 3G*— AY /AART _ (9.5) 
si A oR EAS GE A OY Boltzmann 常数 ,了 为 绝对 温度 AC ARMA ERE BB RE. ARAA 
BERETA. IRM ADR E: ARR e ,电子 转移 速率 在 某 种 驱动 力 时 达 
到 一 万 太 值 ; 而 当 驱 动力 继续 增加 时 ,速率 反而 降低 。 

电子 转移 速率 和 距离 的 相关 性 , 曾 通过 搜集 许多 体系 最 佳 的 速率 数据 加 以 研究 .在 有 些 体 
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系 中 , 刻 光 合成 反应 中 心 , 想 离 已 从 X 射线 晶体 学 数据 中 得 知 。 其 他 体系 ,如 智 改 性 的 细胞 色 
素 <, 距 离 则 通过 分 子 模拟 法 估计 。 由 这 些 研究 中 得 到 的 部 分 数据 示 于 图 9.7 中 。 由 图 可 见 , 速 
率 的 对 数 随 距离 的 增加 接近 线性 下 降 ,正如 式 9. 3 和 9, 4 所 预示 的 那样 ,尽管 茶 些 速率 和 计算 
AERALA- -或 两 个 数 其 级 。 由 直线 的 斜率 测定 的 局 大 8 为 1,4CA) ,相当 于 距离 每 增加 
1.7 ,速率 降低 10 倍 。 这 个 数值 应 与 电子 通过 真空 转移 所 预期 的 2. 86A ) :和 通过 以 共 价 
键 相连 的 体系 时 ,对 电子 转移 速率 的 研究 所 得 到 的 0.7 CÀ ) HR., E van der Waals 接触 
HEA E, Be AR BRE 1078 7, 


a 区 应 中 心 
a 取代 的 细胞 色素 c 
a 取代 的 肌 红 蛋白 


log (Ary (TE Si TT AAG) 
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图 9.7 REZRHAPRCEAHAFS RBA SAH ESS 
3E AAD EH BA 3 GEL HI S, REEL th E Sbi: LUE EE 
某 些 明显 的 偏 商 [3 引 自 C. C. Moser et al., Nature 355, 796-~802(1992)" 


EEA MM SUES 8 的 中 间 值 ,提出 电子 转移 的 途径 是 通过 键 和 通过 空间 这 两 
种 步 双 的 结合 。 已 经 建立 起 的 一 个 模型 显然 是 综 台 了 这 些 效应 ,其 中 包括 三 种 类 型 的 步 豫 , 即 
通过 共 价 键 .通过 和 氢 键 和 通过 空间 , 通过 后 两 种 转移 型 式 的 距离 ,包括 在 参数 中 。 该 方法 在 实 
施 时 ,借助 计算 机 程序 的 帮助 ,考虑 了 从 给 体 到 受 体 间 所 有 可 能 的 途径 ,并 计算 预期 的 总 速率 。 
该 方法 有 两 个 具有 吸引 力 的 特征 。 首 先 ,如 前 及 述 , 它 为 蛋白 质 提供 了 一 个 合理 的 8 PR. 
其 次 ,对 某 些 体系 , 它 有 可 能 从 简单 的 指数 匆 距 离 相关 性 计算 其 偏离 ,蛋白 质 内 茶 些 部 位 对 ,能 
通过 十 分 有 效 的 途径 偶合 ,其 中 包括 大 多 数 的 共 价 键 和 少数 通过 空间 的 短 上 距离 跳 牙 ,而 其 他 的 
- 些 则 不 然 , 尽 管 它 们 相距 在 类 似 的 距离 上 ,但 预期 有 效 的 偶合 却 差 得 多 。 该 模型 的 细节 可 供 
设计 实验 用 。 其 中 由 简单 的 上 距离 相关 性 预示 的 电子 转移 速率 和 由 路 径 横 型 预示 的 在 性 质 上 鹤 
然 不 同 。 一 系列 钉 改 性 的 细胞 色素 c 本 生物 的 实验 速率 和 由 路 径 模型 预示 的 以 及 基于 简单 的 
距离 相关 性 预示 的 速率 的 比较 , 示 于 图 9.8 中 ,注意 ,在 许多 情况 下 ,路 径 模 型 所 若 示 的 速率 和 
那些 从 简单 的 距离 相关 性 所 预示 的 类 似 。 上 述 结果 的 产生 ,并 不 是 因为 电子 转移 速率 与 路 径 的 
性 质 无 关 , 而 是 因为 蛋白 质 的 结构 通常 所 提供 的 路 径 , 实 际 上 类 似 于 通过 键 和 通过 空间 这 峭 种 
步骤 的 混合 形式 ， 
由 式 9. 5 预示 的 驱动 力 相 关 性 也 曾 通过 实验 探测 (图 9. 9)。 例 如 , 知 改 性 的 细胞 色素 “入 
生物 ,包括 那些 用 锌 取代 詹 , 以 产生 -寿命 相对 长 的 光 滞 发 态 , 并 在 驱动 力 跨 度 为 0,4 eV A 
相当 上 41. 8 kJ/molt10 kcal /mol) 的 范围 内 测定 了 速率 。 将 该 速率 数值 代入 式 9. 5, 得 到 的 重 
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图 9.8 —ESIESSUBPBE HEX ¢ EHETE 
的 实验 速率 常数 及 计算 速率 常数 的 比较 
其 中 计算 速率 数 仅 基于 距离 和 路 径 横 型 (路 穆 模 型 显然 包括 可 能 的 电子 转移 路 径 ) 
[ 引 自 D.S. Wuttke et al. . Science 256, 1007~1009(1992) ] 


组 能 和 的 数值 为 1.1~1.2 eV ,相当 于 使 起 冶 配合 物 畸 变 到 产物 的 包 何 构 型 而 不 发 生 电 子 转 
移 。 上 述 参 数 概 括 了 几 个 组 分 ,包括 给 体 和 受 体 配合 物 本 身 几何 构 型 间 的 差异 ,蛋白 质 的 重新 
组 合 ,例如 , 肽 偶 极 的 重新 定向 ,溶剂 的 重组 。 正 如 本 章 前 面 指出 的 ,第 一 项 对 天 然 基 团 的 电子 
转移 似乎 很 小 。 对 钉 改 性 的 细胞 色素 c, 第 ~… 项 估计 为 0. 2 eV。 蛋 白质 和 溶剂 项 估计 分 别 为 
0.2 eV 和 0.6 eV。 因 而 的 总 值 约 为 1.0 eV ,和 实验 值 符合 得 较 好 ， 
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9.9 电子 转移 反应 中 驱动 力 效 应 对 速率 常数 的 曲线 
HIERT AEH Marcus 区 域 . 数据 表示 了 一 系列 钉 改 性 的 细胞 色素 ¢ 衍生 物 ( 下 ) 和 -系列 
ifr SH BLS p, EE IE Y ES] B T.J. Meade et al. , Journal of the American Chemi- 
cal Society 111, 4353~ 4856019892 HI G. L. Closs & J. R. Miller, Science 240, 440-4471988) ] 


如 上 所 述 ,表征 得 最 好 的 电子 转移 体系 之 一 是 光合 成 反应 中 心 。 该 蛋白 配合 物 输 运 电子 经 
过 一 响应 光 吸 收 的 膜 。 光 最 初 被 “特殊 对 ”, 即 一 组 两 个 在 空间 相距 荔 近 的 细菌 叶 绿 素 所 吸 攻 ， 


细菌 叶 绿 率 为 与 Mgt 1) 结合 的 还 原型 吓 啉 ,该 反应 中 心 同时 含 另 外 两 个 细菌 叶 绿 素 ,两 个 细 
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图 9. 10 绿色 红 候 单 胞 菌 光合 作用 中 心 
EPa ÉSTE J NB EDEN 
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菌 脱 镁 时 绿 素 [ 不 合 Me ID) 的 细菌 叶绿素 ], 一 个 不 具备 任何 氧 还 功能 的 非 血 红 素 铁 , 和 1 个 
或 2 个 结 台 的 醒 。 这 些 辅 基 排 布 在 两 个 十 分 相似 的 网络 中 ,从 异 的 一 全 延伸 到 另 一 侧 . 该 结构 
图 示 于 图 9.10 中 (参见 图 12. 11)。 快 的 动力 学 研究 表明 ,最初 的 电子 转移 发 持 在 小 二 5 ps 的 
时 间 内 。 上 述 研 究 和 其 他 的 观测 指出 ,这 一 步 和 驱动 力 太 重组 能 很 好 地 匹配 .是 最 优 的 。 正 反 
应 的 驱动 力 包 括 吸 收 光 于 的 能 其 ,转化 区 域 的 存在 .对 防止 电子 转移 从 还 原形 的 细 辫 脱 饮 叶 绿 
素 到 氢化 形 特 殊 对 的 逆反 应 很 重要 。 反 应 的 驱动 力 很 大 ,明显 地 尚 上 重组 能 ,从 听 降 低 了 速率 ， 
使 沿 着 路 径 越 过 膜 的 转移 能 完全 成功。 因此 ,转化 区 域 不 仅 具 有 理论 意义 ,而 月 在 有 可能 使 光 
台电 荷 分 开 的 过 程 中 起 核心 作用 。 


习 mW 


1. 运用 定点 突变 ,有 可 能 用 天 冬 氨 齿 取代 蓝 蛋 白 中 和 铜 结合 的 半 玺 氨 酸 。 你 能 否 预 示 Cut B ) 配 合 物 的 
突变 体 和 野生 型 蛋白 质 比 较 ,在 波谱 性 质 上 有 何 芝 别 ? 

2. 电子 转移 速率 曾 用 条 改 性 的 肌 红 和 蛋白 进行 过 研究 . 还 原形 的 肌 红 蛋白 为 高 月 旋 的 于 配售 陀 台 听 iR 
化 形 的 则 结合 一 个 水 分 子 形成 六 配 位 的 配合 稳 。 你 能 否 预 期 从 该 中 心 吧 结 合 在 上 埃 闸 的 钉 鸭 电 PEE 
速率 类 似 于 相应 的 细胞 色素 c 本 生物, 并 给 出 同样 的 距离 和 驱动 力 ” 试 加 以 解释 。 

3， 试 估计 电子 转移 发 生 在 30 的 距离 上 ,六道 过 k 价 键 相连 的 体系 的 最 佳 速 雍 。 重 复 进 行 计算 ,并 
Fast d B BUR E UT PEE, 

4. 光 台 作用 中 心 结构 的 一 个 显著 的 特征 是 存在 一 电子 转移 路 径 的 平行 对 , 共 中 的 一 个 林山 利用 - 试 给 出 
数据 ,指出 通过 所 用 路 径 的 束 窗 至 省 比 示 用 的 那个 快 100 倍 , 计 算 Marcus 理论 参数 上 的 不 加 ,假设 这 
种 不 同 的 起 桂 是 ; ta) 完全 由 于 距离 的 不 同 ; tb) 完全 由 于 驱动 力 的 不 辐 ; 或 te) 完全 由 于 重组 能 的 不 
同 。 对 于 用 到 的 路 径 , 假 设 距 离 为 103 ,驱动 力 为 0.2 eV ,重组 能 为 0.2eV。, PER. =E F RE — 0.026 
eV, 

5. GPS SO ETEMA DTE THER 20 À ETT Be E A 200s IT STA r 838 E 2; 
入 时 ,上 述 这 两 个 重生 质 的 速率 常数 ， 假 设 介 质 参 数 S—1.4CÀ 07, 
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第 10 章 ” 底 物 结合 与 活化 的 非 氧化 还 原 机 理 


10.1 JK fee BE 
10, 2 RANE WESS MT BS 

10.3 WAERN RE Rp St BE 
10.4 FERRE IL EFI 


dE B h, b E 35 BV E 98 E — S BE b AE, Z ñ: E TÉ SU KOT pK, HR 
I By SJ Pr REN OH F. F 39 , 22 k Be 15 3 F A£ K Wide. dE E QU E X k $ EE Se 
中 心 也 能 作为 一 般 的 Lewis 8t A LRAT , 3Ë # Be, fw. DUE 18 r == 39 ROS H S, RE EDS $ Ë 
m £ Bu lu E BJ pq SD 8k yk s e xps EE SPREE EME EHR H], JA mA MGE 
RS Xu A WD GEO À RET PERG p y K t UAT HR ZO AMAR Puget EB 
个 过程 中 ,静电 相互 第 二 具有 基本 的 重要 性 。 


本 章 将 探索 一 类 和 人 金属 离子 结 台 并 被 活化 的 底 物 ,但 在 催化 机 理 的 任何 一 步 , 它 们 本 身 均 
不 发 生 氧 化 还 原 反 应 :家 1. 3), 许多 金属 酶 按 这 种 方式 起 作用 ,但 无 论 是 它们 的 活性 部 位 固有 
MAD ,抑或 是 结合 和 活化 底 物 的 辅 因子 ,者 运用 了 非 氧 化 还 原 性 的 金属 离子 ,如 Mg( EO RI 
Zn(I). 尤 其 是 ZnkI) 离 子 ,在 生物 学 上 的 过 小 金属 离子 中 , 它 特别 适宜 本 作为 Lewis 酸 而 不 
参与 电子 转移 反应 。 首 先 认识 到 锌 在 生物 化 学 过 程 中 的 特殊 功能 ,是 在 1939 年 发 现 锌 是 碳酸 
栈 酶 的 必 不 可 少 的 组 分 。 碳 酸 醛 酶 是 一 个 裂解 酶 ,催化 的 反应 如 式 10.1 所 示 ， 
CO; +H,0 = HCO; +H Clo. 1) 
SA EE EBY . Be RRB , EEM pH IR ËF PLA 1077 sR E HE 
A| 105s7',1955 FAATA PERHERE BRIBE CCPDD A, ERE f CHE PEN. 10. 2 的 方式 
SH. 


R—CO-—NH-CHR' —CO: +H.0 == R—COÓ; —HjN* —CHR' —CO,— (10. 2) 
式 中 R EEA ik Co S 8 ARTE pk E EB SO TO HR PE IK P P, R U EE H. 
此 :者 均 在 胰腺 中 合成 ,并 通常 由 胰腺 中 分 离 出 米 , 锌 起 催化 作用 的 其 他 水 解 酶 有 碱 性 磷酸 
酶 , 它 促进 的 反应 如 式 10. 3 Erzg UG kp s SER? — Ie E hhi Bo S 
R—O-—POÍ- -H:0 —— ROH - HPO} (10. 3) 
WS PERE TEE ERES 38 ED) RE lir. fl DNA 和 RNA HR BS FUSE TERRE [1 OP BS AL 
解 酶 ,还 包括 某 些 氨 酰 基 tRNA 合成 酶 ,尽管 对 其 中 的 ~“ 些 我 们 还 很 难 辨别 它们 是 起 催化 作 
用 还 是 结构 作用 ,显然 ,在 生物 学 上 的 许多 水 解 酶 和 基 财 转移 梅 中 , 锌 (< 1) 都 起 着 重要 的 作用 ， 
习 而 在 生物 无 机 化 学 中 , 它 是 被 研究 得 最 多 的 元 素 之 一 。 本 章 要 详细 讨论 的 实例 是 二 种 锌 酶 
3€ ARB (carboxypeptidase) , — FRZK BEBE ; Ge ES BF E (carbonic anhydrase), 一 种 裂解 酶 ; 醇 脱 气 
BB (alcohol dehydrogenase), —Fh 5 fL X BS, Rh BÉ (EU 19 ESA XS Fes ai us Si 
JF NAD", 
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10.1 水 # E 


RVR A 和 了 嗜 热 菌 蛋 日 酶 开始 讨论 。 目 前 ,对 这 两 种 重 可 的 水 解 酶 的 结构 和 机 理 
已 有 相当 的 了 解 。 肽 的 水 解 是 一 个 粘 为 困难 的 反 庶 ,尽管 在 水 溶液 中 它 是 热力 学 上 有 利 的 。 为 
了 催化 .上 述 反 应 ,作为 酶 必须 完成 几 件 事 ;首先 , 它 必须 促进 亲 核 剂 对 肽 凑 基 的 亲 核 进攻 ,这 个 
任务 可 由 产生 一 高 活性 亲 核 剂 或 通过 极 化 激活 几 基 进攻 来 完成 ;其 次 , 它 必 须 稳 定 由 对 猜 基 础 
进行 亲 核 进攻 产生 的 凹面 体 中 则 体 或 过 潍 态 ;最 后 , 它 必 须 稳定 酰 疲 的 氮 原 地 , 使 之 成 为 适宜 
的 离 去 基 团 ,致使 四 面体 中 间 体 能 自 C 一 N 键 间 断裂 原则 上 ,金属 离子 如 锌 ,可 在 任何 或 所 有 
这 些 过 程 中 起 作用 。 这 些 年 来 ,许多 研究 都 集中 在 推断 肽 酶 的 机 理 , 以 盟 明 活性 部 位 锌 离子 的 
功能 。 


10.1.2 RB A 和 嗜 热 菌 蛋白 酶 ,结构 研 究 

目前 ,已 从 小 牛 胰 腺 中 提取 到 三 种 形式 的 着 肽 酶 入 ,它们 分 别 合 307.305 和 300 TAER 
残 基 ,依次 以 An A M A 表示。 后 两 种 在 N-30 B 38. BRAKES A, 的 结构 已 由 高 分 辨 久 射线 项 
体 结构 测定 ,并 成 为 许多 酶 机 理 研 究 的 基础 。 图 10. 1 描绘 了 该 蛋白 质 的 结构 及 放大 的 活性 部 


图 10.1 从 小 牛 胰腺 中 提取 和 关 肽 酶 A 的 结构 和 入 基 活性 部 位 
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位 , 锌 原子 位 于 蛋白 质 表 面 的 内 侧 , 并 和 两 个 来 自 组 氨 酸 -69 和 组 氨 酸 -196 BJ BE D E I 
酸 -72 的 羧基 双 齿 配 位 。 此 外 ,再 结合 一 个 水 分 子 , 构 成 Zn《I) 五 配 位 的 配 位 几何 构 型 。 当 有 
底 物 或 抑制 萌 存 在 时 AAR- 的 羧基 转变 成 更 接近 单 齿 配 位 的 形式 ,由 于 谷 所 酸 或 天 冬 氢 
酸 残 基 能 按 某 种 方式 重 排 ,致使 羧基 位 移 的 过 程 发 生 , 并 使 配 位 数 保持 恒定 或 接近 恒定 ,即使 
各 种 不 同形 式 的 底 物 围绕 在 金属 周围 。 在 活性 部 位 附近 有 一 醇 水 性 的 口 答 , 底 物 分 子 C-i 
的 芳香 环 怡 好 伸 入 其 中 。 在 配 位 水 分 子 和 人 各 揪 酸 -270 [BIETER SUE. 若干 精 氨 酸 和 酷 氮 酸 残 
基 位 于 活性 部 位 ,在 这 种 情况 下 ,它们 能 参与 底 物 的 结合 和 活化 。 

T HERE A 和 数 种 底 物 及 抑制 剂 配合 物 的 高 分 辩 X 射线 结构 研究 ,包括 甘氨酸 - 酷 氨 酸 ， 
(一 )-2- 苯 甲 基 -3- 对 - 甲 氧 基 苯 甲 酰基 丙 酸 (一 种 酯 的 类 似 物 ) 和 来 自 马 铃 草 的 39- 氨 基 酸 抑制 
剂 已 有 报道 , 在 低温 (一 9C) 和 分 辨 率 为 1, 8A 芭 件 下 对 甘 氨 栈 -L- 酷 氨 酸 加 合 物 的 研究 ,阐明 
了 若干 重要 的 特征 (图 10.2). WEEE , 酷 氨 酸 的 环 取代 了 水 分 子 , 并 位 于 槛 水 性 的 口袋 中 。 
HABREH EM RAKE Aint Ria RARTAR RASS. BARK BHA 
hk? f RRR AMEH TERITO, Bl S eh S Hr SCIRE CIR 6 35 ,在 收 
# X 射线 数据 所 需要 的 时 间 内 便 会 发 生 水 解 。 这 些 结果 间接 地 证 明了 在 酶 机 理 中 ,活化 和 和 锌 
离子 配 位 的 水 分 子 是 一 个 关键 的 特征 , 精 氨 酸 -145 与 端 博 的 -COx:- 残 基 以 氢 键 相连 。 谷 氨 酸 
-270 AY YR A RAR T EE SPA. 最后, 精 氨 酸 -127 ET IS TERR ES CER 
-270 相对 的 一 侧 。 

哮 热 菌 蛋 白 酶 (thermolysin) 肽 链 内 切 酶 的 结构 已 测定 到 高 分 辨 精度 。 该 酶 的 总 体 结构 示 
于 图 10. 3 中 , 它 和 关 肽 酶 没有 多 少 相 似 处 , 热 而 ,仔细 审视 活性 部 位 则 发 现 有 若 下 惊 入 的 相 亿 
性 .在 未 连接 的 形式 中 , 锌 离子 和 3 个 侧 链 相配 位 ,它们 是 组 毛 酸 -142, 组 毛 酸 -146 AA AR 
166, 此 外 ,还 有 1 个 水 分 子 , 末 配 位 的 氨基 酸 侧 链 在 这 两 种 蛋白 质 中 也 相似 , 谷 氨 酸 -143 所 在 
ats DLE RES EKBS PS 8CRS-270 的 相似 ,而 组 算 酸 -231 和 精 氨 酸 -127 瑟瑟。 这些 相 似 性 以 及 相 
应 机 理性 的 结论 ,揭示 这 一 对 酶 构成 赵 同 进化 的 实例 , 赁 一 个 几乎 等 同 的 结构 和 化 学 解释 , 引 
审 出 促进 两 个 极其 相关 的 反应 的 催化 作用 ,而 与 它们 的 蛋白 质 骨 架 却 全 然 无 关 。 


10.1.b EE A ,金属 取代 和 波谱 
在 生物 无 机 化 学 中 , 状 肽 酶 代表 了 应 用 金属 的 取代 作用 进行 探测 的 典型 。 由 于 Znt DE 
磁性 和 波谱 性 质 上 矶 乏 变化 ,因而 对 多 种 金属 取代 衍生 物 进 行 了 广泛 的 研究 。 尤 其 是 CotI) 
MNA TEARRE EA RS ELTE ERK SEHK A E JL T TU HR OK f HEC 2k 
& Mn( IOR Cd C 1) RE go Wi iE TESEIK NICE )、Hg( I Phi I) 各 有 少许 活性 ,而 Cu 
j 1 8 Co CIO BS RE REAM. ARA TETE Co( -CPD PERI, MCD 和 EPR 
HEFTE Be fu ox TE Br f — Ür BR EA A550 和 和 527 nm Le*150¢mol/L 97! * 
cm 1,500 nm 处 有 一 肩 峰 ] 以 及 940 nm fil 1570 nm, g A 5.53.2. 94 和 2.01。 这 些 波谱 特 
征 对 CoC 1 ) 来 讲 并 不 寻常 。 然 而 ,它们 已 用 于 张力 态 假设 的 公式 化 ( 见 第 12 章 )。 当 加 入 阴 离 
F(C, BrT, FSO NODI, E PHDR, EWA REH HAR-HAR ERE 
生变 化 .主要 的 改变 发 生 在 当 谷 氨 酸 -270 CIO VARIA HT. S i 1: X 322 tE 
学 才 认识 到 ,其 波谱 可 根据 图 10. 1 所 示 的 五 配 位 结构 畸变 的 程度 来 判断 。 虽 然 这 些 研究 并 未 
对 机 理 产 生 明 确 的 结论 ,然而 ,它们 确实 提供 了 许多 推测 ,这 是 任何 机 理 的 假 受 都 必须 清 足 的 。 
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图 10.2 
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10.1.c 动力 学 研究 和 酶 机 理 假设 

FO ACR A 按照 Michaelis-Menten z/] 7j 52K 8E = KA OAK EB hep 20— 500 8 1, Ku E 
0. 0171 mmol/L , RAT JIE $9 . 此 处 ker =V m Eo: PES EET V... H 3. 1. £9 58 X E WA 
APEPRE. kaa /Km 的 前 面 呈 钟 形 (图 10. 4) RIN pK, TREO 6.1 K 9.0, 


图 10,4 HRES A ZK 1E — A log CV / X9] pH 的 依赖 关系 
Æ pH (RAT TR BARRY SRA py 343138 B ICT Tk 
178 T8! BE D. S. Auld & B. L. Vallee, Biochemistry 9,4852~4359(1970) ] 


A --T SUB ACS H A IRSE CE RD IE CH. 10. D ,因为 在 CoC EO BER LEE 5.3. - -个 
E ELE EP pr BJ Af ELE PEL Pax 10.4 rh, 


o De 


A 
luz; Qon -F az o —n... ea 
=——ə— | 
Mew His — kay (10.4) 
0.0.0 GO. 20 
Y y 
Glu;, Glu; 


45 3888-270 的 羧基 和 与 金属 键 合 的 水 分 子 能 形成 氨 键 ,可 导致 p K, LI 9E 010 有 所 降低 
(3€ 2.2), 

根据 上 述 动 方 学 报道 和 X SERERE MM eA Ld HET SERA A 和 它 的 抑制 剂 配合 物 如 
下 的 详细 酶 机 理 描述 (图 10. 5)。 多 上 肽 链 末 端的 氨基酸 残 菇 结合 在 活性 部 位 上 ,通过 端 梢 的 着 
基 和 精 氨 酸 -145 的 相互 作用 定向 ,此 外 ,与 天 冬 酰 按 -144 和 酷 氮 酸 -248 间 也 能 形成 氢 键 ,从 而 
增强 了 稳定 性 。 若 端 梢 的 基 团 为 芳香 基 , 则 定位 于 朴 水 性 的 口袋 中 。 舅 断裂 的 肽 键 的 羧基 , 即 
要 水 解 的 那 一 个 ,与 精 氨 酸 -127 作用 ,增加 了 它 的 Lewis 酸 酸性 . 下 一 步 则 是 配 位 水 分 子 进 攻 
肽 的 内 基 , 随 之 转移 一 个 质子 给 谷 氨 酸 -270. 酶 机 理 中 关键 的 一 步 是 ,由 于 和 Zn( 1 ) 配 合 的 水 
分 子 的 脱 质 子 及 通 当 定 位 的 谷 氮 酸 -270 的 碱 性 ,增加 了 水 分 子 的 亲 核 性 .这 种 亲 核 进攻 产生 
了 四 面 悼 的 中 同体 。 该 抑制 剂 配合 物 的 晶体 学 研究 强 列 地 提出 ,上述 中 间 体 和 锌 以 双 齿 的 形式 
ge. 

例如 ,考虑 N-OICU] SUSESEO-5-8UR-2- at SU e ERE OB. 10.6 Pak 
个 底 物 的 类 似 物 ,其 中 的 酰胺 基 NH 被 CH; 取代 , REEL RS pk k co Kik rh KART 0.2 
AF. AM, 上述 化 侣 物 握 羧 肽 酶 的 配 台 物 , 经 晶体 学 研究 表明 它 彻 底 水 解 了 ,如同 民 二 醇 ( 或 
醇 盐 ) 那 样 双 齿 键 全 ,这 个 结果 表明 ,或 者 是 酶 从 洲 液 中 选择 了 低 浓 度 已 水 解 的 酮 ,或 者 是 酶 和 
林 水 解 的 底 物 结 台 ,并 实施 酰胺 水 解 机 理 的 第 -一步 ,将 氨 氧 根山 子 加 到 狗 基 上 。 该 反应 不 能 进 
行 , 因 无 道 宜 的 离 去 基 轩 。 对 于 常规 的 底 物 ,断裂 四 面体 中 间 体 需要 醋 胺 氨 的 加 质子 作用 。 最 
4]. M. X 射线 结构 分 析 ,似乎 酷 氨 酸 -248 可 携带 … 个 质子 刘 离 汉 基 团 上。 定点 突变 的 研究 表 
明 , 用 葵 再 氨 酸 取代 酷 氟 酸 -248, 酶 的 活性 仅 有 微小 的 变化 . 一 个 有 吸引 访 的 奉 换 物 是 谷 氨 酸 - 
270, 它 现在 是 质子 化 的 ,从 与 锌 键 台 的 水 分 子 那里 夺取 了 一 个 质子 。 该 假设 为 与 嗜 热 著 蛋 白 酶 
的 比较 所 证 实 , 其 中 谷 氨 骏 -143 定位 于 起 上 述 作 用 ,而 那里 没有 其 他 质子 给 悼 可 供 选择 . 
C 一 N 键 断裂 的 结果 ,产生 了 游离 的 羧基 端 氢 基 酸 ,并 由 于 山 梢 的 羧基 和 和 锌 键 台 而 使 肽 链 变 得。 
出 水 分 了 取代 或 补充 底 物 以 完成 循环 。 上 述 机 理 概 括 在 图 10.5 m. 

上 述 机 理 阐 明了 金属 离子 如 何 促进 水 解 反 应 的 诸多 方面 。 锌 C1 ) 离 子 的 作用 好 似 一 块 模 
板 , 它 训 集 [在 断裂 胀 键 时 的 活性 葵 团 , 特 洲 是 起 关键 作用 的 合 氨 酸 -270 的 羧基 官能 团 。 金属 
离子 的 Lewis 酸性 和 谷 氨 酸 -270 着 基 的 碱 性 ,降低 了 键 合 水 分 子 的 p 开 。 值 ,后 者 进攻 易 断 到 
的 肽 键 .必须 强 调 , 在 肽 的 水 解 中 , 锌 离子 昌 然 起 了 关键 的 作用 ,但 多 肽 链 周 围 的 氨基 酸 残 基 同 
样 非常 重要 . 谷 氨 酸 -270 和 精 氨 酸 -127 在 肽 键 断裂 中 起 了 关键 的 作用 。 就 这 样 ,大 虽然 聚集 了 
有 效 的 化 学 体系 以 促进 肘 刍 的 催化 水 解 , 一 个 基本 的 新 陈 代谢 反应 ,速率 远 比 在 中 性 pH 条 件 
下 未 催化 的 水 解 反 应 快 。 
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10.1.d 


His,| == Zn —Hissə 


b 
H 


. — 0 N 
His T ie : =N 

a 

Glu; HN 


Argiar s, 


图 10.5 «ARS AAR A 水 解 的 机 理 
包括 姆 酸根 协助 产生 与 锌 键 合 的 氢气 根 离 季 ,后 者 进攻 肽 的 入 基 


碱 性 磷酸 酶 


它 种 鱼水 解 酶 已 被 表征 ,其 中 的 一 个 酶 . 即 碱 性 磷酸 本 (alkaline phosphatase), 有 一 对 
eC I ) 离 子 和 底 物 端 梢 的 磷酸 酯 基 财 结合 ,典型 的 为 单 酯 ,如 对 -磷酸 硝 基 葵 酯 .丝氨酸 的 气 氧 


根 处 地 活性 部 位 ,进攻 磁 酰 基 , 是 断裂 酯 的 官能 团 ， A 


这 “过 理 中 ,磷酸 本 转移 到 酶 上 OE RF 


Bree RAR ARTE. TRATES AAR COKE. EEEIEE 
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图 10.6 HRE A 的 两 个 抑制 剂 的 结构 
(a) 甘氨酸 -再 氮 酸 ;人 b) N-CRUT SURESRO- 5-EUE-2 EXE a Soo Pe 


rss T tul 
x==N 


0 oo 


图 10. 7 SESI EE MEUM te kA 
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上 述 步 又 在 图 10.7 中 详细 示 出 ,在 碱 性 爸 酸 酶 9 


H ,这 一 对 锌 离子 的 作用 像 通常 的 Lewis ER 


一 样 , 极 化 底 物 赋予 它 更 好 的 亲 电 性 . 精算 酸 残 基 将 枚 酸 酷 定位 于 活性 部 位 ,类 似 于 在 凑 肘 酶 
中 , 精 氨 酸 -145 ERR REE. Ra MERON AAR RARE AR. 


似 图 10. 5 Psa. ae BE. e D PE BS BS BS H 
锌 过 3 以 内 ,而 距 男 一 个 锌 7A 。 虽 然 该 金 


构 的 定形 和 活性 部 位 的 静电 电位 起 作用 ( 见 第 12 D. 


10.2 JAIS.: ES HT BR 


PF ,还 有 第 三 个 金属 , 它 是 一 个 镁 离子 ,路 一 个 
属 离 子 似乎 没有 直接 参与 催化 机 理 , 但 它 可 能 对 结 


前 己 指 岂 ,碳酸 栈 酶 是 第 -个 被 发 现 售 锌 的 生物 分 子 。 和 羧 肽 酶 一 样 ,该 酶 也 通过 多 种 实 
验 手段 进行 过 广泛 的 研究 ,一 致 的 看 法 是 已 前 已 深入 到 机 理 和 锌 离子 的 作用 上 .若干 不 同 的 癌 
功 酶 已 用 曝 体 学 的 方法 表征 ,其 中 一 个 的 总 体 结 构 示 于 图 10.8 R, FC I 7 离子 被 3 个 组 氨 酸 


的 国 唑 侧 链 配 位 ,它们 是 组 氨 酸 -94 FR ARR 


此 外 ,还 有 一 个 水 或 氢气 根 和 金属 键 合 ,完成 畸变 四 面体 的 配 位 居 。 


6-95 GB ETE (6) N. 原子 ) 和 组 氨 酸 -119( 通 过 NO. 


碳酸 醋 酶 反应 ( 式 10.1) 的 动 万 学 依赖 于 pH ,高 pH APR RR, A 
pK, 接近 7.0。 对 上 述 观 测 最 简单 的 且 广 为 接受 的 解释 是 ,该 反应 像 刚 讨论 这 的 着 肽 酶 ( 式 


图 10. 8 磋 酸 醋 酶 的 结构 和 和 锌 部 位 的 几何 构 型 


EAE pr RU T AO 


10. 2 SEXE JE nit 55 RRO KAARET LRL RE: AE FH RE TUI d 1C Pv B3 0 WE Se Ey, f 
测 是 和 水 配 体 竞争 锌 的 开放 配 位 位 置 。 一 个 基于 锌 和 氨 氧 根 活性 的 简单 机 理 示 于 图 10. 9 中 。 


该 机 理 虽 能 解释 柄 F 
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RRR MM APA ma CRS BES 
到 , 酶 能 使 速率 加 快 到 每 秒 百 万 次 ,此 数值 显然 与 下 述 理由 有 关 . 正 如 早先 讨论 过 的 ,速率 依赖 
于 茶 一 基 奢 ,可 能 是 和 锌 键 合 的 水 ,滴定 的 pK, 接近 7.0, ETE 10.6 所 示 的 平衡 : 


PZn-COH;) == PZn(OH 2 H' 


(10, 6) 


HiS,, EDS HiS 


His, 


图 10.9 右 酸 栈 栈 使 二 气 化 碳水 合 的 机 理 图 示 


车 该 反应 总 的 平衡 常数 为 10 ,而 逆 友 应 受 扩 散 的 限制 ,因此 , 正 反 应 的 速率 至 多 为 10:s ， 
不 可 能 再 快 。 为 了 使 反应 进行 得 沙 上 述 速 率 更 快 , 除 水 或 氢 氧 恨 以 外 的 缓冲 剂 组 分 


利 锌 键 合 的 水 的 去 质子 。 这 


冲剂 的 浓度 .另外 的 研究 指出 ,去 质子 作用 可 能 在 若干 步骤 中 进行 ,而 其 他 的 蛋 日 质 
氨 酸 , 则 往复 传递 质子 以 维持 和 介质 的 平衡 
一 旦 金属 -氢气 根 单元 形成 ,二 氧化 碳 的 结合 (可 能 并 不 直接 在 金属 部 位 ) 就 能 发 生 , 接 着 


AC EUR EISE UE EME 
子 传 递 则 不 包括 在 内 。 


,必须 参与 


个 结论 已 由 实验 验证 ,在 组 冲剂 浓度 低 时 ,反应 速率 确实 依赖 于 组 


侧 链 ,如 组 


属 键 合 的 碳酸 毛根 。 该 产物 被 水 取代 ,完成 循环 ,而 以 J 


E 担 到 的 质 


Jn gare pK T pK, 和 值 的 降低 ,对 上 述 反 应 有 决定 性 的 意义 。 止 如 第 8 章 讨 论 过 的 那 
样 , 低 pH 的 碳酸 醋 酶 部 位 是 电荷 最 高 的 单 核 部 位 之 一 ,因为 所 有 的 配 体 均 为 中 性 的 。 这 个 特 


LZn COH), ]* Ye Kien d] 10 相 比 ,是 非常 低 的 。 


征 有 利于 释放 上 质子 , 它 能 降低 正 电荷 。 结 果 , 配 位 水 分 子 的 pK, 接近 7?, 和 游离 水 分 子 的 14 及 
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10.3 氧化 还 原 酶 : 醇 脱 气 酶 


鲜 脱 氢 酶 俱 化 计 一 级 醇 转化 为 醛 的 反应 ,该 反应 依赖 于 NAD+( 式 10.7): 
RCH-OH - NAD’ = RCHO 二 NADH 一 HT+ (10. 7) 

上述 反应 虽 属 氧化 还 原 化 学 ,但 却 用 到 了 合 锌 的 酶 。 它 的 作用 是 在 氢 负 离子 转移 步 发 生前 , 结 
合 和 活化 底 物 分 子 。 这 个 作用 很 重要 ,如 同 在 羧 肽 酶 和 碳酸 本 酶 中 那样 ,因而 对 它 感 兴趣 。 

肝 醇 脱 氢 酶 (LADH) 含 有 两 条 40 kDa 的 单 多 肽 亚 基 ,每 一 茶 又 含 2 个 锌 (I) 离 子 , 筷 们 
处 十 分 立 城 ,其 中 的 一 个 Za ( ID) 离子 位 于 催化 域 , 它 也 和 基本 的 辅酶 NAD- 结合 在 一 起 ,并 和 
2 个 半 腕 氨 酸 根 的 硫 原子 ,一 个 组 氮 酸 的 氮 原 子 和 一 个 水 分 子 配合 . 另 一 个 锌 的 4 个 配 体 是 半 
胱 氛 酸 的 硫 醇 根 , 它 不 能 接近 溶剂 。 这 后 一 个 金属 离子 起 结构 作用 , 它 的 性 质 不 再 作 进 一 步 的 
讨论 。 马 的 肝 醇 脱毛 酶 的 结构 , 己 由 义 射线 晶体 学 测定 ,并 示 于 图 10, 10 中 。 


> "y 


a 
d 
[oy 


10.10. MERS — KE 65 82 48 9 R0 E 09 E EB ir CIO LE CEO BI 


AGAIN. ET — L1 SURE RE SE Fi RRM 204 PR SEE 2 个 区 域 的 接合 
处 ,其 中 的 -- 个 进行 催化 作用 ,而 另 e OS Br TES. EXE DTI HU 055 Gr , MI E AE ES 89 
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烟 醚 胺 部 分 那样 .与 底 物 结合 的 口袋 示 于 图 10.11 中 , 关于 锌 离子 在 LADH 中 的 作用 , 现 已 有 
相当 多 的 报道 。 辅酶 并 非 一 定 要 和 锌 结合 ,因为 即使 将 有 催化 作用 的 锌 从 酶 中 去 除 ,NADH 仍 
占据 它 原 来 的 部 位 。 另 一 方面 , 醇 底 物 通过 它们 的 氧 原 子 直接 和 锌 结合 ,该 过 程 伴随 着 失 水 和 
配 体 的 脱 质 子 形成 配 位 的 RO- 。LADH 和 对 -省 代 苯 甲 基 酬 配合 物 的 结 攀 已 由 射线 进行 测 
定 , 其 中 Zn 一 DO BEA 2.14 。 加 上 锌 的 其 他 配 体 ,完成 了 栈 变 四 面 蛋 的 结构 ,Zn 一 N 和 Zn 一 S$ 
键 长 分 别 为 21ARM 234, 


10.11 PERRE NAD HSM 


辅酶 NAD- 和 LADH 的 结合 ,伴随 着 蛋白 质 的 构 型 由 开放 式 转 变 为 闭合 式 。 该 构 型 和 二 
衰 体 的 以 心 部 分 相 比 略 有 差异 , 它 的 催化 域 相对 转动 了 10" 角 。 这 种 构 型 的 变化 有 利于 和 底 物 
结合 的 口袋 定位 于 距 辅 酶 适当 的 距离 和 方向 上 ,以 促进 酶 机 理 中 关键 的 一 步 , 即 将 筷 负 离子 从 
醇 的 a- 矶 上 转移 到 烟 酥 胺 的 环 上 。 酶 机 理 中 和 握 负 离子 转移 的 一 步 示 于 图 19.12 P. MESA 
离子 的 转移 ,产物 和 NADH 从 酶 上 解 离 下 来 ,因而 可 再 结合 底 物 的 分 子 和 辅酶 。 看 来 , 锌 具有 
双重 的 作用 , 即 促进 醇 的 脱 质 子 , 由 于 积累 了 负电 从 使 它 成 为 较 好 的 氧 负离子 给 体 , 另 一 方面 


将 底 物 定位 于 活性 部 位 ,最 大 限度 地 满足 立体 电子 效应 ,以 使 氧 负离子 直接 转移 到 辅酶 上 去 。 
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EJ 10.12 EJ LH pan h mr T HRB 


sa T SBEESRIZBSETZEBS NAD! F En Z BE 
和 NADH (转移 的 氨 负 离子 由 箭头 指示 ) 


从 活性 部 位 挤 掉 和 宕 物 结合 的 水 ,能 保持 锌 离子 的 配 位 数 和 几何 构 型 ,并 从 活化 的 底 物 分 子 附 


近 去 掉 了 一 个 潜在 的 活性 分 子 。 锌 的 双重 作 


用 ,如 同一 般 的 Lewis 酸 , 同 时 使 醇 底 物 定位 ,模拟 


它 在 酵 中 的 功能 ,这 在 本 章 的 前 面 已 述 及 .根据 大 多 数 已 知 的 锋 醇 脱 氢 酶 中 都 含 一 个 组 氨 酸 的 
氮 却 两 个 半 胱 氮 酸 的 硫 配 体 的 事实 ,可 以 认为 ,为 了 酶 功能 的 需要 ,它们 能 使 金属 离子 的 电子 


性 能 处 于 最 佳 状态 ， 
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在 核酸 的 代谢 中 ,会 多 利 


10.4 REREH 


h p BB, REEL pš AG — Nš BE C phosphodiesterase ) fi E ES BS 


(nuclease), THB). CRANRA DNA fü RNA RARAN, RESAR 


itd BRS pt BR Ta EE š pu C YB 
础 ,大 多 数 这 些 重 要 体系 的 详细 机 理 还 有 待 于 建立 。 

AYA (EA AR a ATP eR OE aE Mgt GE Mn BQH, 
ASTIN CRASH ye S web TA. EARLE RRMA 
C K.mz10'(mol/L) ^! J. EXE & E SE — fh — fh) ERE Fl fE 
iA ECT Ri BERE HR BU Fix 


此 , 锌 催化 的 化 学 是 分 子 生 物 学 关键 反应 的 基 


1 于 这 些 金 


d :它们 能 使 底 物 稳定 在 一 种 
属 在 稳定 核酸 结构 中 的 功能 ,如 第 7 章 讨论 的 那样 ; 它 


们 能 将 底 物 定位 于 所 形成 的 构 型 ,以 便 败 生 反 应 ;最 后 ,它们 能 通过 和 多 故 酸 根基 团结 合 ,稳定 


反应 的 离 去 基 团 。 


在 这 些 情 况 下 形成 的 配合 物 通 常 是 鳌 合 物 ,如 图 5. 18 所 示 .不 幸 的 是 ,部 分 原因 由 于 它们 


作 动 力学 上 的 活性 ,很 难得 到 这 些 匀 配合 物 详细 的 结构 信息 ,已 经 i 


制备 并 从 结构 上 表征 了 若 十 


动力 学 上 情 性 的 CrCE) 和 Co5CE) 核 苷 酸 配合 物 ,然而 ,这 些 配合 物 常 以 本 的 抑制 剂 作用 , 需 


要 Mg LARD RAR 


子 , 医 而 此 类 结构 合理 的 模型 仍 要 由 镁 来 形成 。 该 金 


酸根 的 氧 原子 而 不 是 和 核酸 碱 基 配 位 ,此 与 从 软 硬 酸 碱 角 度 考 虑 的 犬 的 Me? 山子 一 致 。 最 普 
通 的 同 分 吴 构 体 是 8,7- 双 肯 蓝 合 物 ,其 中 金属 离子 和 末端 (7) 端 梢 的 磁 酸 根 氧 诛 子 配 位 以 及 
和 ATP ASR (BAS BERE IB F2 EE TO il UTE BL EEG VL YR E. p- BERE TB ECHTE A TAE ,形成 的 两 种 异 
构 体 分 别 标 以 A PLA SEES BE 10.13 BGR. iX Fig IERI ATO) RUE OBL E YI 
命名 法 混淆 ( 见 第 5 章 )。 
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有 迹象 表明 , 酶 运用 专 -的 异 构 体 来 处 理 MgCATPORI OS. ICoUONH GS Y-ATPO S7 
A KH A 蜡 构 体 已 经 合成 ,并 和 己 糖 激酶 作用 , 它 通 常用 Mg(ATP) 使 简 欧 糖 转变 为 6-5 
BRE ,并 产生 Mg(ADP)。 在 分 析 产 物 千 ,发 现 [CofNH ,CB.Y-ATP)] 的 A 异 构 体 转变 为 
[ Co (NH;), (B, Y-ADP- 6-88 82 8180 |, ñ SEI PE BUR AES ov. ed Rn d EE E 
A-[Co (NH), CB, T-PPPO Jia. Hl Sh He E BU aB A, DLE. EPA LAE 
伏 , 能 和 底 物 分 子 结合 Sn 18 ID ETT Re —RBEEITIEES IE AEA Lewis 酸性 的 结果 .并 
能 将 它 定 位 于 适宜 的 构 型 以 利和 于 和 酶 催化 单元 的 乡 侣 .很 可 能 大 多 数 需要 屏 的 酶 ,机 与 底 物 乡 
合 和 活化 时 类 似 地 都 运用 了 这 些 原则 . 


图 10.14 Msg 不 存在 的 情况 下 测定 的 限制 性 内 切 酶 Eco RI 
FIRE DNA 键 合 的 晶体 结构 


加 入 Mg 后 ,人 备 酸 二 酯 键 被 断裂 的 情况 用 箭头 标 出 


生物 无 机 化 学 家 控制 底 物 上 的 覆 被 Mg 后 离子 活化 这 种 相关 性 的 能 力 , 有 时 能 用 上 促进 
对 某 一 机 理 特 征 的 研究 。 一 个 实例 是 测定 限制 性 内 切 酶 Eco RI ETE VA p 89 Be Cr 999 JL. 
何 构 型 ,在 Mg^ 存在 下 , 键 台 的 尝 核 他 酸 能 被 断裂 ,阻碍 了 晶体 的 测定 . RT EE Mg 
不 存在 的 情况 下 生长 , 则 得 到 一 少见 的 蛋白 质 - 底 物 配 合 物 ,其 结构 未 二 疼 10. 14 中 
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= 


3 m 
iE T BERE PE | LUI 2 tt 2. PARET T FeR Mn( 下 ), 林 能 被 广泛 地 用 作 底 物 的 结合 与 活化 
的 水 解 金属 酶 。 


W107 RAY -对 余 属 离子 如 何 共同 起 作弄 以 活化 谋 物 发 生 水 解 作用 。 有 坚 酶 是 一 种 催化 尿素 水 解 ， 


J HX, FCRC a Hk ER BEP Bë RET Bi m Po ro, 腿 酶 的 活性 部 位 含 一 对 镍 离子 ,彼此 相 上 距 AA, H 
本 章 交 述 的 原理 ,提出 该 酶 中 镍 催化 尿素 术 解 机 理 的 假设 、 
O O 
À. mo ER, 人 +N 
HN NH, HN 07 


ARBRE 3.20 EARTE, MHRA EA MERE LEBER ARRA H: fb 


作用 上 磷酸 酯 的 酶 机 理 可 能 的 细节 。 

.在 本 章 讨论 的 实 策 中 ,频频 出 现 得 基 酸 侧 链 并 未 与 金属 离子 配 位 ,但 却 参与 了 酶 的 机 理 . 试 对 这 些 实 
BEP ERI “ 例 ,指出 残 基 特 有 的 变化 ,你 可 用 定点 突变 来 研究 ,并 讨论 这 些 修 饰 如 何 对 催化 机 理 提 
ELIT ER 
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第 11 章 原子 和 基 团 的 转移 化 学 


双 氧 输 运 

氧 原子 转移 反应 : Fe 

氧 原 子 转 移 友 应 :; Mo 

双 氧 的 其 他 反应 种 副 产 物 
与 辅酶 Bi 相关 的 反应 


= 
= 
* x + + on 
C gm c2 D P= 


# End EA su ES Nd esi STU. ME 8 K HES 8 
S Io RU. JE F- 32 T HE 6 PONES RETE 38 r CUR ERR TAS ey d do SEE B], + El 59 38 
Ck GEE A Lewis B sg DAR PRES RUT PEM BRR, BH Wa E 
SREN RE LEAS. RiP Rite 6 BE BH Z EJE BE £ ES 039 m fu p o e e 
So ATED DR T EN EE, AT EU S T EM LE RRT ORTU BUR W 3 bJ 38 
措 , 包 括 用 此 定 的 金属 ,金属 -下 蚊 单 元 或 双 金 属 中 心 。 金 属 中 心 可 果 以 产生 或 摧 妇 自由 基 均 
种 ,在 金属 中 心 改变 配 位 几何 型 的 同 对 ,伴随 着 氧化 还 原 反 应 的 发 生 , 能 使 惫 白质 发 挥 其 变 殉 
功能 。 尼 所 的 生物 无 记 化 学 为 上 述 原理 提供 了 卓越 的 例证 。 


前 两 章 我 们 考察 了 若干 体系 ,其 中 的 金属 中 心 或 作为 电子 源 ,或 作为 一 般 的 Lewis 酸 。 这 
一 章 我 们 将 转 而 关注 金属 蛋白 质 中 底 物 的 结合 伴随 着 氧化 还 原 变化 ,即使 总 反应 并 无 净 的 氧 
化 态 的 改变 。 在 这 一 范畴 ,有 许多 最 重要 的 金属 乙 晶 质 的 功能 ,包括 珠子 .分 子 和 基 团 的 转移 
双 氧 的 反应 和 它 的 代谢 产物 是 这 些 功 能 中 最 大 的 一 部 分 。 考 察 这 些 体系 ,可 揭示 许多 关键 的 原 
08. 由 于 从 金属 离子 移 去 电子 的 氧化 作用 ,伴随 着 正 电 荷 的 升 高 ,因而 常 同时 发 生 配 体 的 失 质 
子 . 由 于 这 种 质子 -电子 转移 反应 的 偶合 ,体系 能 被 调整 到 有 利于 连续 氧化 ,而 金属 中 心 的 氧化 
还 原 电 位 不 需要 保持 在 一 4.8 一 十 4.8V 的 范围 外 ,这 是 大 多 数 细胞 可 以 达到 的 数值 . 类 似 地 ， 
当 发 生还 浙 时 ,通常 带 负电 荷 , 底 物 分 子 仍 和 金属 中 心 键 全 , 习 而 它 可 转变 为 质子 化 ,再 次 使 电 
荷 的 差距 降 至 最 小 .两 电子 转移 过 程 可 用 特定 的 金属 ,如 钥 ,加 以 实现 , 它 很 容易 进行 多 电子 氢 
化 还 原水 平 的 改变 ,例如 ,M2 和 M"* 间 的 变化 。 或 者 选择 易 发 生 氧 化 还 原 金 属 的 双人 金属 中 
心 , 像 铁 或 钢 , 或 上 述 金属 中 的 一 个 与 氧化 还 原 活 性 配 体 ,如 与 中 啉 结合 ,对 完成 两 电子 转移 格 
外 有 意义 。 

本 章 讨论 的 实例 所 揭示 出 的 另 一 个 重要 的 原理 是 : 由 配 体 传递 的 氧化 还 原 友 应 所 导致 的 
金属 中 心 几 何 构 型 的 变化 ,可 触发 邻近 蛋白 质 链 的 协调 移动 ,产生 协同 动作 ， 

基 财 转移 反应 也 能 通过 金属 中 心 产生 自由 基 而 发 生 。 这 里 包括 从 蛋白 质 或 辅酶 组 成 中 入 
生 的 酪 气 酰 和 以 碳 为 中 心 的 自由 基 , 如 同 由 水 或 双 氧 介质 组 成 中 分 别 产 生 羟 基 或 超 氧 自由 基 
那样 .生物 无 机 体系 独特 的 性 质 , 即 具 有 结合 并 通过 金属 传递 氧化 还 原 变化 以 转移 电子 的 双重 
HEA ,推动 了 这 方面 化 学 的 发 展 。 
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我 们 从 - Bh iR 3869 EJEJEBS GS TERI BO SC ui sh TTE RUE IC OUR] np? S cR 
EERME TORRE CIE 1.2), (ET RU. EEIE B s a UR E BEUETI XX 3 
Fz IB Ese Prax a PE F SUR SOR RHETT, DAA = Fhi ie RITE O. 的 体系 ， 
HL REGE EREE, XX = PR RK A TL ZEE. A (hemoglobin. Hb). Ii dk R H (hemo- 
cyanin , He RI r 84 dL? A Chemerythrin Hr), Tz f] TE Br 8 BJ ERA £ ESRD 
HE 3p». WAQ SSS Na A dia f ANNA. HPA MELA -ihik 
BAT À y; a Hk MEE EP] SA CaS ak RT AE ML IB in] I EET" I 718 2 i 
来 . 在 功能 核心 部 分 , 血 监 蛋 Aa HRURCER EGER THEME BBT 这 一 
Tho SER DEEP] M rn PE 11. 1 H. O, 4 F. H HLZCSR H (myoglobin ,Mb)#l AL ETA fft £T. + 
FlGmyohemerythrin,myo Hr) f@ fr 4E£g 8 LAE, E AER D 28 2 ul PRISE RS 
EAR. CEMMAGKS. RI PIER EULILUS AR BRE fE AR RE 


Sani 氰 载体 蛋白 需 的 若干 性 质 


性 M 血红 蛋 和 由 air AG] HEAT ERE UH ie stk ae 
I e O Fe Fe Cu 
SERA EP OE AIA (1) (V) C1) 
金属 : Op Fe : Q; 2Fe : O, 2Cu : O: 
Bf, FLA) 红 此 粉红 i 
ME CAR UE) 红 紫 无 色 无 在 
Fe 的 配 位 npe FE S EE! A inst E U We fy BE 
rf 65 000 108 000 400 000~ 
20 000 000 
亚 基 数 4 8 ST 


TE B tot ep Con ni v» s Fo nr LL AL EET OS S k TE EC f RR CDL Dg ETA E ESETECR VIT 
fh T. 


在 Hr # He PX SURE BRE # Ta O, 氧化 加 成 到 双 金 属 中 心 UE |i Be br ea AE, AT 
Hb, 从 金属 到 键 合 的 双 氧 分 子 的 电子 转移 较 少 ,有 人 认为 部 分 是 由 于 以 超 氢 离子 键 合 所 致 .所 
有 三 种 下 白质 的 还 原形 .无 双 氧 形 归 结 为 脱 气 (deoxy), 双 氧 键 侣 形 为 氧 合 (oxy) ,而 在 功能 上 
无 活性 的 氧化 态 为 金属 形 (mer) 。 我 们 从 最 高 级 生物 体 的 Hb/Mb 金属 蛋 月 质 开 始 讨论 。 


11.1.a 血红 蛋白 和 肌 红 蛋白 
(i) AA., MAEA MOE O 结合 蛋 昌 ,主要 存在 于 次 椎 动物 的 肌肉 组 织 中 。 CS 
由 153 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 单 链 , 即 所 谓 的 珠 重 白 . PRE 7 段 a- te FI 6 BERE KL A 
{图 11. 0. d BK eb st e] SEG SE dE au DIE PCR CAS Ar dE E. ED BE C I on x Bof di. DR 
中 啡 环 示 于 几 1.2 h. OR ARLE d: GRA — RUE OA 9C 2 a I EO B FII U WE 
Hk € Mb 具有 五 配 仔 的 铁人 CT) 中 心 , 其 中 的 金属 原子 位 上 由 4 ERATIS DE RUE E 
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图 11.1 肌 红 蛋白 的 结构 


面 外 0. 42 4 ,朝向 键 合 的 显 哗 基 团 , 称 为 血红 素 的 近 端 侧面 ,结合 双 氧 后 , 铁 原 子 移 向 FeN, 
面 。 在 氧 合 Mb 中 , 双 氧 分 子 以 端 接 式 和 铁 刍 合 ,形成 弯 折 的 结构 ,Fe 一 0 一品 键 角 为 115"。 

血红 蛋白 (Hb) 看 血液 中 输 运 0:, 它 在 肺 部 从 空气 中 摄取 双 氧 ,并 在 组 织 中 将 双 氧 释 放 给 
Mb. RZ SAAS LERAM. AMR MAR SKE. BARRA PRIA 基 团 与 
邻近 的 组 氨 酸 叶轮 残 基 相连 ,如 同 车 Mb 中 那样 。 在 脱氧 Hb 中 , 铁 位 于 中 啉 环 平面 外 0. 36— 
0.404 Rb, 55 GOXURUB , 移 近 平面 士 0.12 A, | 

在 Hb 和 Mb 中 ,都 有 一 组 氨 酸 位 于 O, AG OR, , p Bs Be GrH pk ph RE - IJ (bully. X 射 
2 rp f i SR A HALE E EL A RAEN HOY 
HET B| E SU SE. BC u SUR 25 ET 85 fig HE , f£ Fe—O0—0-- H—N 单元 能 安然 容纳 下 , 然 
而 ,在 Mb 和 Hb 的 氧化 碳 加 合 物 中 ,X 射线 证 实 为 一 畸变 的 结构 ,其 中 Fe 一 C=O fu 
弯 折 的 ,或 更 像 是 与 邻近 的 组 氨 酸 N 一 Fe 键 轴 间 形 成 一 角度 ,以 避免 和 证 侧 组 毛 酸 的 容 间 接 
触 。 可见, 大 自然 很 聪明 地 把 铁 吓 啉 中 心 怡 当 地 安排 在 Hb 和 Mb 中 以 结合 Om MRA SER 
tU C==O 那样 ,后 者 通常 比 双 气 和 金属 配合 物 的 结合 蜡 紧 密 ; 

(ü) 双 氮 结合 反应 , Hb 和 Mb 可 能 是 研究 得 最 深入 的 蛋白 质 , 它 们 曾 蚌 无 数 波谱 .热力 学 
种 动力 学 研究 的 对 象 , 它 们 的 光谱 特征 是 中 啉 环 在 400—600 nm 范围 内 强 的 x ERIT. EDGE 
名 的 Soret o EI gif CA, 4. 6), 该 吸收 带 对 气 合 状态 颇 为 敏感 。 振 动 拉 最 光谱 对 配 位 的 双 
ATTAR O 取代 物 的 研究 ,确定 QO 一 O 伸缩 带 位 于 e1105 em 7! 处 ,该 数值 是 配 位 超 氧 离子 
(0 的 特征 ( 表 11.2), 由 此 提出 MbO, A HbO, 加 合 物 最 好 表征 为 该 配 体 和 铁 i ID RT REG 
Ty. 这 些 商 子 间 的 磁 侦 合 使 基态 为 反 磁性 的 ,S$=0, 可 见 , 双 氧 与 脱氧 Hb 或 Mb 的 配 位 ,伴随 
着 电子 的 转移 形成 超 氢 离子 , 它 友 过 来 被 与 过 侧 吐 唑 质子 的 氧 键 记 稳 定 , 这 已 在 脐 面 述 及 。 
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表 11.2 XUNCUEDES m UUTUJL fS SERE ES PE RR 


物 种 vio oem `! deoo À 
OF 1905 1.12 
O, 1580 1.21 
OF 1097 1.33 
OF 802 1.49 


Hb 和 Mb 极其 重要 的 生理 功能 是 大 自然 设计 的 完美 复杂 的 生物 无 机 体系 ,其 中 取 氧 在 肺 
部 与 Hb 结合 ,然后 在 组 织 中 转移 到 Mb 或 怀孕 哺乳 动物 子宫 中 胎儿 的 Hb. 该 体系 的 核心 是 
当 脱 气 Hb 转变 为 氧 合 Hb 时 , 铁 朝 着 是 啉 环 平面 移动 , 它 的 作用 犹 妇 协同 多 亚 基 血红 蛋白 和 
双 氧 的 结合 ， 推 浏 访 蛋白质 有 两 种 不 同 的 四 级 结构 ,松弛 的 标 以 R (relax), hr SUE SUL T 
(tense), 前 者 对 〇 ,有 很 高 的 亲 和 性 ,类 似 于 离 析出 的 亚 基 ;而 后 一 种 拉 紧 态 的 则 对 O, 的 亲 和 
力 降低 。 这 两 种 形态 彼此 处 于 平衡 。 当 4 条 亚 基 未 绑扎 在 一 起 时 ,主流 为 工 态 , 现 认为 在 这 各 
状态 下 , 亚 基 间 的 相互 作用 能 强 追 邻近 的 组 氨 酸 抵制 移动 到 叶 啉 环 的 平面 ,从 而 降低 了 O; 的 
结合 常数 。 在 约 2 +O. 分 子 和 血红 蛋白 分 子 键 合 后 ,蛋白 质 的 四 级 结构 转变 为 R bE R dS 
时 ,这 种 强制 力 就 松弛 了 ,有 利于 双 饼 和 剩 下 的 两 条 亚 基 结合 ， 

该 机 理 的 关键 在 于 双 气 结合 时 ,需要 铁 原 子 移 至 中 啉 环 的 平面 内 ,并 把 邻近 的 组 氨 酸 一 起 
拉 上 来 , 图 11.2 ib T SEXE sk apnea B eds. ERA Hb 中 , 铁 ( 工 ?为 高 自 旋 (03 一 2 的 , 它 的 
共 价 半径 对 嵌入 4 个 氮 原 子 构成 的 平面 来 讲 太 大 。 加 合 O, 形成 Fe' -Oz 加 合 物 后 , 铁 的 共 价 
半径 减 小 ;以致 可 移 进 中 啉 环 的 平面 。 尽 管 Hb T 态 模 型 的 细节 尚 有 争论 ,但 看 来 由 亚 基 间 
相互 作用 强加 于 铁 叶 啉 部 位 的 强制 力 , 很 可 能 降低 六 双 氧 结合 的 亲和力 ,因此 ,需要 有 一 个 铁 
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图 11.2 双 握 结合 到 铁 中 啉 时 所 发 生 的 结构 和 自 族 坊 变化 的 图 示 


194 (a) RAR ERA, (人 b) 低 自 旋 正 铁 氧 侣 形 


配 位 层 实 质 性 的 结构 重组 反应 。 结 果 , 前 裁 出 适宜 于 金属 配 位 和 重 白 质 结构 的 化 学 ,为 在 各 种 
不 同 的 生物 条 件 下 O; 的 结合 及 释放 ,创造 了 一 个 柔性 的 体系 。 低 pH 也 适宜 于 从 血红 蛋白 释 
放 双 和 氧 ,更 有 利于 双 氧 从 迎 液 到 其 他 组 织 的 转移 。 

diii? 模型 化 学 。 侣 成 铁 5I)- 中 啉 配合 物 ,使 其 在 物理 和 结构 性 质 上 类似 于 脱氧 Mb 和 脱 
Hb 的 金属 中 心 , 相 对 而 言 比较 简单 , [Fe(TPP) CN-MeIm)] 就 是 一 俩 , 其 中 TPP 二 内 消 旋 - 
四 茶 基 叶 啉 ,N-MelIm 一 N- 甲 基 叱 唑 。 但 要 得 到 能 可 道 结 合 双 氧 的 模型 化 合 物 则 困难 得 多 . 将 
O, 加 到 简单 亚 铁 中 啉 的 溶液 中 ,结果 立即 发 生 氧 化 还 原 化 学 反应 ,最 终 导 致 形成 热力 学 上 很 
BEN CBM ) 物 种 。 动 力学 研究 提 击 的 机 理 表示 在 式 11. 111.4 中， 


Fe' P+O, Fe"P—O; (11.1) 

Fe'P—O, +Fe'P == PFe'—0P —Fe'P (11. 2) 

PFe! —Of —Fe'!P —~ 2PFe"—O (11. 3) 

PFe"—O + Fe! P 一 ~ PFe' —O—TFe!P (11. 

其 中 单独 的 每 ~* 步 随后 均 为 多 种 波谱 和 结构 的 研究 所 证 实 。 式 中 P (NERIS, HC E 


骨 铁 的 氧化 态 。 

AAS #L BJ F gk Hb/Mb 模型 化 合 物 已 用 多 种 方法 实现 。 其 中 的 一 种 是 运用 低温 
在 稀 的 非 水 溶液 中 稳定 双 氧 配合 物 , 实例 有 Fe'TPP(L) KPL 为 吡 院 或 1-MeIm。 这 是 动力 
学 的 策略 ,以 避免 热力 学 有 利 的 反应 11. 1 到 11. 4。 然 而 ,高 于 一 45C ,体系 便 不 可 道 地 氧化 ， 
由 于 该 分 解 反应 有 两 个 铁 - 中 啉 分 子 参 与 双 分 子 步 ( 列 式 11.2 和 11.,4), 而 这 两 步 在 Hb 和 Mb 
中 是 通过 蛋白质 链 来 防止 它们 发 生 的 ,对 策 是 设置 障碍 阻止 活性 氧 合 铁 中 心 彼此 接近 ,一 种 处 
理 方 法 恢 将 铁 - 中 啉 淄 溃 在 聚 共 乙烯 薄膜 上 ,和 O, 反应 后 产生 氧 合 Hb 型 的 光谱 ,用 N, 冲洗 
薄膜 可 使 该 加 合 物 脱 气 。 另 一 种 方法 是 运用 空间 因素 来 阻止 两 个 铁 -中 啡 部 分 相互 接近 ,这 就 
是 后 来 应 用 在 合成 上 的 ,利用 空间 位 阻 配 体 来 保护 D:- 结 合 部 位 ,因而 使 所 期 望 的 O, 配合 物 
能 在 室温 下 于 溶液 中 稳定 . 图 11.3 展示 了 两 个 这 类 中 啉 的 结构 。 一 个 叫做 “ 尖 桩 -篇 管 ”中 啉 ， 
因为 有 4 个 新 成 酰 氨 取代 基 位 PTPPÉSE-3E dE (E E BAYH — 00 SUE E BEER 


(a) Jc BERE Ton p (b) BA Ip 
图 11.3 两 个 珠 蛋白 模型 化 合 物 的 结构 
它们 能 可 道 地 结合 氧 
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HRE. bu BS Jo EMR 59 — DU EAT Sl rs] r Pt 1 - RR E MEE CUT 7 F RC. & aF 
WERE TER NOS HRE TERAGA. Kb APORTES 11.3 中 , 若 有 大 量 过 量 的 轴 向 碱 存 
在 , 它 也 能 类 似 地 结合 气 。 在 这 些 配 全 物 中 , 苯 基 环 取 代 基 设置 了 空间 障碍 ,防止 (we 氧 ) 双 铁 
(H ) 单 元 的 形成 ,同时 提供 了 一 个 口袋 ,使 O, 分 子 能 位 十 其 中 。 

对 O28 389 Hb 和 Mb 中 啉 模型 配合 物 已 进行 过 广泛 的 波谱 .磁性 和 结构 的 研究 。 热 力 
学 测定 表明 ,模型 配合 物 的 双 氧 亲和力 与 Mb 及 Hb 在 松弛 态 时 一 样 , 脱氧 和 氧 合 血红 素 蛋 日 
以 及 它们 模型 配合 物 的 电子 .振动 . 称 斯 饱 尔 谱 和 磁化 率 测 定 的 结果 都 非常 一 狼 . 此 外 ,模型 配 
人 台 物 还 为 轴 向 碱 基 对 开 - 态 血红 蛋白 双 氧 结合 反应 强制 力 的 影响 提供 了 依据 。 亚 铁 尖 桩 -篇 笛 
中 啉 模型 配合 物 结 全 一 空间 例 阻 的 轴 向 碱 基 , 如 1,2- 二 用 基 咪 唑 ,限制 了 咪唑 环 伴随 着 氧 合 
作用 移动 的 量 到 =0.3 3 , 相 比 之 下 ,无 强制 力 的 轩 垩 轴 疝 碱 基 , 刀 1- 甲 基 咪 哗 , 则 估计 移动 
0.3~0.5 入 。 结果 ,降低 了 双 氧 的 亲和力 。 雇 上 尝 现 清楚 地 表明 ,合成 模型 对 洞察 金属 蛋白 质 
功能 核心 化 学 错综复杂 细节 上 的 巨大 价值 。 
BR RHE SE ESL RE EK opt resp BO P ,在 固态 结合 双 氧 时 具有 协同 作用 。 因 此 , 当 2- 
甲 基 咪 哇 作为 轴 向 配 体 时 可 得 出 :固体 在 O, 分 压低 时 ,结合 双 龟 的 亲和力 低 ; 分 压 较 高 时 , 亲 
和 力 较 高 ;而 在 中 间 状 态 则 有 协同 作用 。 此 外 ,在 一 个 形式 上 略 有 差别 的 化 合 物 中 ,在 轿 守 存在 
乙醇 和 号 哇 氮 间 的 氢 键 ,未 观测 到 协同 作用 ,而 且 对 双 氧 的 亲和力 非常 低 。 这 些 观测 证 明了 在 
双 氧 引 侣 反应 中 , 铁 中 心 电 了 变化 的 重要 影响 ,以 总 伴随 着 内 部 的 电子 转移 反应 影响 结构 变化 
的 本 领 ,而 结构 的 变化 能 修饰 邻近 部 位 的 行为 。 

(iv) 金属 小 障 活 化 双 毛 。 若 在 蛋白 质 骨 涡 中 安排 得 当 , 双 氨 就 能 被 铁 叶 啉 辅 基 活 化 ,进行 
一 系列 氧 全 反应。 一 个 著名 的 例子 是 细胞 色素 P-450, H Bip ,我们 已 经 掌握 许多 关于 氧 合作 用 
的 细节 .了 解 了 蛋白 质 的 环境 如 何 调节 铁 中 啉 核心 的 反应 性 能 ,如 何 进行 这 些 不 同 的 生物 学 转 
移 ,这 一 切 对 生物 无 机 化 学 无 疑 是 一 个 激动 人 心 的 挑战 我们 将 见 到 ,在 生物 无 机 化 学 中 ,一 个 
类 但 的 情况 发 生 在 其 他 的 双 氧 输 运 中 心 ,其 中 的 金属 核 也 能 催化 氧 原 子 转移 反应 。 


11.1.b «fe E 

(i) dé Hg. Be SELULZL SL E89 S CLR APT ROSE ECL E i DROME Hr 经 最 后 的 提纯 步 
£838] 3e nri 85] AE e RAE. GT T Ek SUM 2 BGS TE EH Cazidomet. HOMAR RERE 
HL br al fl ZTE H Cazidometmyo Hr) 88543 ERE (1. 66~2.0 A) X HRA c B8 RIN , APS 
A LE (N: ) 和 铁 键 会 的 位 置 即 为 氧 合 Hr CMR AO. 占据 的 位 置 ,正如 图 11.4 所 示 , 结 构 中 
& ^r AT HEBR BUR E HERE Pl 1 + e SEL 2 PRR AE J # REL 
链 的 谷 氨 酸 和 天 冬 氢 酸 残 基 提 供 。 一 个 铁 原子 的 3 个 端 梢 的 位 置 和 另 一 个 铁 原 于 的 2 个 端 梢 
的 位 置 为 组 氮 酸 配 体 的 味 唑 基 。 关 和 握 离 子 完成 了 第 二 个 铁 原 子 的 八 面体 配 位 层 。 由 Themiste 
dyscritum 而 来 的 脱氧 和 氧 合 Hr 的 和 射线 结构 ,尽管 还 不 那么 精确 ,但 和 前 者 一 致 ,具有 五 配 
位 的 铁 所 空缺 的 位 置 ,在 蛋白 质 的 氨 合 形 中 尔后 为 单 齿 的 端 接 式 双 氧 所 占据 。 短 的 Fe 一 Ogs 
距离 为 1. 78 A ,其 余 的 Fe 一 D 和 Fe 一 N 键 长 为 2. 05 一 2. 25 ,此 数据 与 中 白质 的 氧化 形 存 
在 高 自 旋 d(x- 氧 ) 双 忽 ( LAFF. EXAFS 的 研究 支持 上 述 表 征 , 并 且 验 证 了 氧 合 及 春 毛 
根 金 属 形 Hr 具有 相同 的 数目 和 类 型 的 配 体 与 [FezO CO;CR D REA. 

Gi) 磁性 和 波谱 性 质 ， 表 11. 3 ST MAA AS Hr 的 磁性 和 波谱 性 质 。 稳 斯 鲍 尔 谱 和 
EPR 谱 测 定 脱氧 Hr 含 2 个 高 自 旋 的 亚 铁 离子 。 在 金属 和 氧 全 Hr 中 ,有 2 个 高 自 旋 的 正 铁 中 
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图 11.4 AEURSI X EIDEM ERR BUE 
Ni HY bz RO GU iL ZT šE Eq PARES dS pcr 


311.3 ERRA HOi EAA E CHER HRSA Bee Ri" 


ROME MEARI 
血红 蛋白 ”血红 蛋白 


D (HBP):  D*CTACNO; [DCMesTACN) 7 


结构 性 质 
ZFe—ÜO0—Fe / C) 128 128 123.6 118. 3 113.2 
Fe: -uO FR Bj À 1. 82 1.98 1. 748 1. 785 1. 987 
Fe…Fe ER / À 3. 24 3.57 3.146 3. 064 3. 32 
Te T BG TR HERI REE 
异 构 体位 移 / {mms 7) 052,048 1.14 0.52 0.48 1.16 
四 极 分 裂 / (mm * s7') 1. 82.100 2.76 1.60 1. 72 2. 83 
Jiem”! —77 —13 —121 —13 
电子 光谱 
LMCT(O'- 到 Fe) /nm 330,360 B 262,339,358 H 333.368 f 
d—d/nm 750,990 523 8 .695,995 
振动 光谱 
Fe—O—Fe ,X1 85 e 88 fem! 486 528 
Fe—O—Fe ,不 对 称 伸缩 /cm ' 757 751 749 


~ RPF D#m FeO OCH 2, HBPz, = St (e — Cle dE WH. TACN=1.4,7 LBAM EE. 
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os. APRS (EE. SRABHES. 这 种 侦 合 很 强 ( 对 氧 全 和 和 金 局 形 Hr ,J 值 分 别 为 一 77 
和 一 134 em-'), 故 基态 为 反 磁 性 ,在 液 氨 温 度 (4. 2 KD PSSA BE. OAT. SP RI 
性 影响 「 广 蛋白 质 溶液 的 性 质 。 共振 拉 曼 光谱 对 表征 氧化 形 Hr 特别 有 价值 . 氧 合 或 所 毛根 金属 
JE Hr 的 近 紫 外 激发 在 436 或 492 em “处 产生 一 共 板 加 强 带 ,表征 为 Fe 一 O 一 Fe 对 称 伸缩 模 
式 , 因 为 它 被 “OQ 取代 后 位 移 至 低能 方向 。 拉 曼 光 谱 的 研究 也 证 实 了 在 氧 合 Hr 中 ,QO; Bid 
的 形式 键 合 O—O 伸缩 振动 在 844 cm :处 ,这 是 过 筑 离 子 的 特征 ( 表 11. 2) ,将 氧 合 Hz 暴露 在 
D:O 中 ,结果 ,Fe- -Fe 模式 向 高 能 方向 位 移 了 4 cm 。 对 此 的 解释 是 ,由 于 形成 了 划 桥 式 双 
EF ay AE, 

(iD XS SS EN. MAMAS Hr 的 结构 .磁性 和 波谱 性 质 与 图 11.5 IARA Hir 
双核 铁 核 结合 双 氧 一 致 ,在 脱氧 Hr E AS T FE Ce EXER C T 中心, 在 一 个 铁 原 
子 上 有 一 个 空 的 端 梢 配 位 位 置 以 结合 双 氧 ,并 从 桥 式 OH 基 上 转移 两 个 电子 和 一 个 质子 .形成 
的 氧 合 Hr 有 一 端 梢 的 气 这 和 氧 基 现 和 氧化 形 的 {FesO (OsCR)s)*!' 核 的 -个 铁 康 子 键 合 ,和 揽 过 氧 
基 ( 纵 体 ) 的 质子 和 gp- 氧 基 { 受 体 ) 间 形成 毛 键 作 双 金属 中 心 上 的 双 氧 毛 化 加 成 可 能 通过 两 相 
继 的 单 电 子 步 发 生 , 其 中 舍 一 漆 合 价 态 {Fe Fe" AY Fla. EMI) St Hr 模型 化 合 物 的 研究 所 
SEAR ASA RE CAL PR) BU eB SEE AAS AGA Fe 一 上 键 的 缩短 降 到 最 
ERE LS T B ER A Z / BC. a A A Ek A AT aT 
Has O.. SUELE SUE Hr 比 金 属 形 Hr 的 磁 交 换 偶 人 台 和 更 少 。 


i n—0 
AN ° Na ^ o, p; e Buc 


a“ "Ses o A -0; NS 4 
Bd Bd 
FE Subst rh £T 8 PT Fee EFI 


图 11.5 TENRA H REEERE NARHA ERA AEAT 


(iv) 蛋白 质 的 氢化 还 原 态 ， 脱氧 .金属 或 氧 全 Hr EHTA di PAAIE RER, E 
的 混合 价 态 (Fe' 7Fe') 的 各 种 形式 分 别 标 以 ( 半 金 属 )o 和 ( 半 金 属 )。 尽 管 还 不 知道 这 些 形式 
在 O, 结 台 化 学 中 起 什么 作用 ,但 它们 和 相关 的 双核 铁 - 氧 蛋白 质 一 样 丰 用 ,因为 在 生物 学 动能 
LW RIS SER. 

(v) 模型 化 合 物 。Hr 的 ;FezO(O:CR) 全 核心 结构 自发 自 组 装 已 在 多 各 模型 化 合 物 中 黎 
悉 。 首 先 得 到 的 这 类 化 合 物 之 - -是 [FesO(O:CCH3):(HBPz,)], 其 中 HBPz A= CEP 
基 ) 硼 酸根 明 离子, 示 二 图 11.6 中 ,从 表 11.3 中 可 见 ,该 配合 物 的 磁性 和 波谱 性 质 和 那些 在 全 
毛根 金属 Hr 中 的 双核 铁 核心 极其 相符 . 在 模型 化 合 物 中 的 氧 桥 基 能 可 着 地 质子 化 ,如 式 11.5 
所 示 , 产 生产 基 桥 双 铁 (了 ORE: 


HEF 
CFe;OCOCCH 2; C(HBFz;); | Fe (OW) (O.CCH (HBP) 17 (11. 5 
zs 
RES dx 
J=—118em ! 了 一 一 17 em! 
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# GAY -AAE B, Fe—O 键 长 从 之 1. 78 À 01.96 À ,同时 伴随 着 颜色 的 变化 和 反 
铁 磁性 交换 偶合 常数 的 减 小 ， 

当 党 试用 脱氧 Hr 模型 化 学 的 方法 来 还 原 (pn- 氧 ) 二 (rm 羟基 ) 双 铁 ( 开 ) 模 型 化 合 物 时 ,发 牛 
分 解 ,产生 单 核 的 [FetHBPz3)j. 为 防止 上 述 情况 的 发 生 , 用 N,N N" — H ARE 
体 ( 图 11. 引 来 代替 氨 化 三 ( 吡 吹 基 ) 硼 酸根 。 由 于 不 利于 空间 作用 , [Fe (MesTACN);]+ 双 浆 
合 阳 离子 不 能 形成 。 因 此 , 靶 配 合 物 [Fes(tOH) CO,;CCH;),(MesTACN)s]+ 是 通过 自发 自 组 装 
来 制备 的 ,这 是 由 它 的 几何 和 电子 结构 决定 的 。 正 如 图 11.6 和 表 11. 3 所 指出 的 那样 ,该 配合 
物 是 还 原形 或 脱氧 形 屿 是 血红 蛋白 极 好 的 波谱 和 结构 模型 。 在 Hr 模型 化 学 中 主要 的 遗留 课 
题 是 , 设法 制 得 含 (Fe,(OH)(O.CR),)}' A (Fej OCO,CRO, BUR EUG 19. 其 中 一 个 铁 原 
FA 3 个 端 梢 的 N 给 体 配 体 ; 另 一 个 铁 原 子 仅 有 2 个 这 类 配 体 mE BE E FJ S SE Gr EJ Bh 
结合 双 毛 或 阴离子 ,如 NZ, 


(a) Fe,O(02CCH,}(HBPz;)2 
214, — (inta MO grt (HBPz;) 


(b) Fe:G(O:CCH4 ATACN) ; 
14,7- CA Ze FP Thu (TACN) m 


- > 
(c) [Fe  (.OHXO; CH.) «(Me ;TACN);T] ~ 


图 11.6 SMTA ATA DMT (c) & RR S83 
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(vi) 具有 Hr- 型 核 的 重 白质 。 随 着 从 结构 上 阐明 Hr 中 存在 祷 式 双核 核心 ,鉴定 出 许多 类 
非 血 红 素 铁 蛋 晶 上 基 有 类 做 于 该 电 白 质 的 金属 或 半 金 属 形 的 波谱 性 质 。 属 于 这 种 效 型 的 有 哺乳 
动物 和 细菌 的 核 巷 酸 还 原 酶 (RR)、 紫 色 酸 性 碰 酸 酶 (PAP), 子 宫 铁 蛋 白 和 甲烷 单 加 气 酶 
(MMO). 3X 11.6—11. 8 AR YT HX = PR EL Re: 


0 o o o 
1 I N | | N 
Q-P—0—P—0 o "'0—P—0—P—0O Q 
9 9 N-ARE ° o q. 9 
+ Ze + 2H* _ + HO 
HO OH HO 
PAP `. - 
(ROD;PO;H | HO —— (RÜ 3PO;H;+ROH (11. 7) 


MMC 
CH, O; -2H ' +2e -+ CH,OH+H:0 (11. 8) 


在 这 些 丰 同 的 蛋白 质 中 ,也 括 Hr, BREE RR UG EE SER PX GE Z EES À ARE, 


lli.c MERA 

G) 结构 MERAABKH RAR SEALE, 最 近 培 养 了 .种 从 刺 状 龙虾 (一 种 节肢 
动物 ) 中 来 的 He 晶体 ,适宜 于 进行 X 射线 衍射 的 研究 。 晶 体 中 不 对 称 的 单元 含 6 RRA 
基 , 分 子 质 量 =460 kDa, 故 难以 获得 高 分 辨 的 结构 。 该 蛋白 质 无 色 的 脱氧 形 结构 已 经 测定 ,其 
双核 铜 核 的 化 学 组 成 去 于 图 11.7 中 。 在 脱氧 He 中 ,2 个 一 价 铀 离子 的 每 一 个 均 和 3 个 组 氨 酸 
残 基 配 位 , 核 癌 踊 为 (3.7 土 0. 3) A 。 两 个 金属 间 的 空 腔 正 好 容纳 双 氧 分 子 。 最 初 , 对 不 同 米 源 
的 He 的 波谱 和 磁性 的 研究 ,参考 氧 合 和 金属 形 的 模型 结构 ,认为 其 中 的 酶 氮 酸 配 体 和 2 个 二 
价 铀 离子 桥 联 ， 然 而 .在 刺 状 龙虾 的 前 体 结 构 中 ,最近 的 RO- 基 团 距 双核 铜 的 部 位 超过 17 X. 
AE EHA He 中 ,似乎 并 不 存在 上 述 桥 基 , 可 能 在 其 他 所 有 的 He 蛋白 中 都 不 存在 。 

G) 波谱 和 氧化 还 原 化 学 . 氧化 , 氧 合 和 金属 形 的 血 蓝 蛋 白 是 多 种 物理 方法 广泛 检测 的 对 
象 , 这 两 个 dCut 1 ) 离 子 由 强烈 的 反 铁 磁性 偶合 着 ,以 致 在 室温 下 ,到 核 中 心 基本 上 是 反 磁 性 
的 。 氧 合 血 蓝 蛋 入 有 一 个 特征 的 强 光谱 牙 迁 发 生 储 345 nm 处 ,表征 为 配 体 到 金属 的 电荷 转移 
i. SG He 的 光 赠 和 圆 二 色谱 中 450 nm 所 4 所 700 nm 的 峰 , 以 及 共振 拉 曼 光谱 中 803 cm 
处 的 带 是 由 O—O 伸缩 振动 引起 的 ( 表 11. 2), AA TE AE (ut SEO XS] C L0 do — I, 
用 150—'*0 双 氧 同 位 素 标 记 的 研究 ,试图 将 


o 
CuleeCul O 
HARRE OP 配 体 的 
A 
Cu! O 
结合 模式 加 以 区 分 。 前 者 应 有 两 个 一 fiiis MR aA. REI, 近来 , 合 
A 成 了 一 个 模型 配合 物 ,其 中 2 个 铜 ( 工 ) 离 子 由 平 , 平 - 氧 基 相 
Cu! ; Cu! 连 , 如 左 图 所 示 , 该 配合 物 的 波谱 性 质 , 包 括 拉 曼 光谱 ,和 和 氧 合 
O MERAMRH EH. SMe [RISE RSH da fE 
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图 11.7 REDRESS REM HS 8 


结构 ,证 实 让 是 以 六 ,六 -这 氧 基 这 种 形式 存在 (图 11.8) 的 。 在 蛋白 质 的 结构 测定 前 ,适宜 的 模 
型 化 合 物 已 优先 测定 。 

Gi) 模型 化 学 和 戏 氮 结 合 反 应 。 模 拟 血 紫 蛋 白 活性 部 位 的 尝试 ,导致 发 现 了 一 些 非常 有 
意思 的 Cu( T0-XX EU BC a. 和 Hz 一样 ,在 常规 的 氧化 加 成 反应 中 , 双 和 气 加 成 到 脱氧 He 的 双 
CuCl) AMS Hc 中 ,GE 离子 和 2 个 Cuf IE ) 离 子 桥 联 。 其 中 有 一 个 模型 ,如 上 所 述 ， 
结果 证 明 为 氧 合 He 活性 中 心 真 实 的 复制 品 , 它 的 结构 示 于 图 11.9 的 上 半 部 分 。 另 一 个 模型 
也 示 于 该 图 中 , 它 是 在 低温 下 ,在 有 机 溶剂 中 将 O, 加 成 到 铀 (LI ) 配 合 物 上 ,产生 
N.Cu'—O—O—Cu 'N, 单元 制 得 的 .该 配合 物 晶 体 的 生长 .固定 以 及 和 射线 晶体 学 的 测定 均 
在 一 98"C 下 进行 ,实验 时 的 温度 绝 不 人 允许 升 至 一 30°C 以 上 。 尽 管 最 终 形成 的 (4- 过 气 基 ) 双 
乌 (I 工 ?配合 物 并 不 是 氧 台 Hc 精确 的 复制 品 , 后 者 每 个 Cu ORERE 3 个 而 不 是 4 PAS 
体 配 体 , 然 而, 它 的 反 磁 性 和 波谱 性 质 使 Cu "一 0 一 GO 一 Cu: 单元 成 为 当时 氧 合 He oup fiin 
模型 。 
(iv) 具有 Hc- 型 中 心 的 其 他 蛋白 质 . 除 血 蓝 肖 拍 外 ,双核 铜 部 位 还 存在 于 许 才 其 他 的 金属 

201 


图 11.8 Bem EE GS 5E BOOTE 
山中 表示 了 鸡 氧 以 平 ,站 -过 氧 基 的 形式 结合 


蛋白 质 中 ,其 中 有 些 在 波谱 学 上 被 定义 为 铜 类 别 的 3 型 ,而 它们 均 与 0; 代谢 的 某 些 方面 有 关 。 
这 里 有 特殊 兴趣 的 是 栈 氮 酸 酶 ,一 种 哺 乃 动物 的 蛋 口 质 , 它 同 时 具有 儿 茶 酚 酶 ( 式 11. 9) 和 甲 
EMEA ti.10) 的 活性 . 酷 氨 酸 氧 化 后 形成 L- 多 巴 ,继续 氧化 则 形 或 皮肤 黑色 素 。 式 11. 9 指 
出 了 酯 氨 酸 酶 作为 一 种 有 混合 功能 的 氧化 酶 : 


A o 
C = 
2] + O, ~l — 2H,0 (11.9) 
NN ss 
OH O 
CH; <> OH + Ü; + AH; * CH; £ 2 -0H — A + HO (11. 102 
OH 
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内 此 .对 Hc AMERRE BY RB Hr 和 MMO HJ EE ED BE 一 
EJ ik Tr u E BJ AM SI zh S AGRO RES atr E k EBI puk T E TET EARS SEEN PE 

近来 ,混合 功能 氧化 酶 (或 通常 称 作 单 加 氧 酶 ) 化 学 已 在 双核 铜 模型 配合 物 中 观测 到 .如 同 
图 11.10 APA. O, 加 成 到 双核 的 铀 (1 ) 上 ,结果 ,由 于 间 - 二 甲 菜 基 的 产 基 化 ,在 两 个 铀 的 结合 
部 位 形成 部 分 的 桥 联 。 双 氧 中 的 雪 一 个 氧 原子 则 转变 为 毛 气 根 离子 ,形成 一 (yx- 莱 氧 林 ) (Qe I 
BOL CIAL. MAPO 并 对 产物 进行 质谱 分 析 ,表明 这 两 个 氧 原子 均 进 入 产物 。O 〇 ， 
结合 的 简单 模型 化 学 和 He 及 酷 氨 酸 酶 等 单 如 氧 酶 活性 部 位 的 密切 联系 ,要 次 证 明了 在 生物 
学 中 ,无 机 化 学 小 分 子 对 洞察 金属 中 心 功能 的 重要 价值 。 


(a) 


[{LCu} O3?" 


图 11.9 ACHES AHH 
ERAT STE of fA. BP DEE y on ERP 
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11.10 在 合成 的 模型 体系 中 观测 到 的 单 加 氧 本 活性 
ERNEA O ) 配 合 物 中 间 体 , 氧 播 入 一 键 合 配 体 芳 香 族 的 C 一 H 键 ;与 此 同时 ， 
HAAT RALA) 


11.2 BAFRBARE: Fe 


正如 第 1 章 所 讨论 的 那样 ,在 许多 被 金属 酶 俊 化 的 化 学 反应 中 , 氧 原子 被 转移 到 底 物 的 
TTE. 双 和 氧 是 实现 此 类 化 学 中 最 常见 的 反应 物 。 在 这 些 反应 中 ,可 分 为 氧 原子 插入 C 一 H 或 
CoC 键 两 种 ,取决 于 双 氧 分 子 中 究竟 是 两 个 ( 双 加 和 氧 酶 ;还 是 仅 有 -一 个 ( 单 加 氧 酶 ;竖立 在 底 
物 上 .有 意思 的 是 , 正 像 前 面 已 注意 到 的 ,在 可 道 结合 双 毛 中 所 用 到 的 每 一 个 特殊 的 功能 中 心 ， 
同样 也 参与 了 氧 原子 转移 反应 .类似 于 Hr PHRA A H FeOH) tA He i 1Cu, )?* B 
核 中 心 分 界 活 化 甲烷 单 加 氧 酶 和 栈 氮 酸 酶 中 的 双 氧 , 而 Hb/Mb 中 的 铁 中 啉 中 心 则 和 和 细 乃 色 
R P-450 中 的 类似 。 此 处 我 们 将 更 详细 地 探讨 含 猴 的 金属 酶 ,其 中 金属 中 心 作为 一 活化 剂 , 而 
不 是 可 逆 的 双 气 载体 。 


11.2.a HEEK P-450 

(D 发 现 史 和 生物 功能 , 该 酶 首次 在 1958 年 从 鼠 肝 的 微粒 体 中 分 离 出 来 . 那 时 ,用 以 表征 
金属 重 日 质 的 物理 方法 远 不 如 现在 这 样 先进 。 从 它 的 光谱 性 质 看 ,该 蛋白 质 是 一 种 细胞 色素 
(cytochrome) ,文献 上 称 为 “细胞 的 色素 ”(“cellular pigment”) , fH Z in] BAR AR ER Hi 
质 的 同 义 语 。 亚 铁 -CO 入 生物 在 450 nm 处 的 Soret ALE E ==420 nm 处 特征 的 吸收 最 大 
值 ,而 代 之 以 吸收 带 出 现在 450 nm, 致 使 它 的 发 现 者 把 它 称 为 酶 细胞 色素 P-450。 

沽 后 的 工作 证 明 , 这 种 膜 - 键 台 重 弓 质 兽 遍 存在 于 从 细 商 到 人 类 的 各 种 生命 形式 中 。 虽 然 
存在 多 种 同 功 酶 ,但 它们 均 催 化 有 机 底 物 被 双 氧 氧化 ( 式 11.11 和 表 11. 4) ,在 生物 合成 、 代 
谢 、 有 和 害 物 的 解毒 ,以 及 在 有 些 情 况 下 不 经 心 产生 的 高 活性 致癌 物 方面 均 起 重要 的 作用 。 
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`, ` 
V HB cTO42H*-c2e 一 Pus OH + HO 


同样 {— Jo 
RN — R;NO 
RS — R;SO 
311.4 细胞 色素 P-450 fiU EE RU IS EE SIERI 
反应 类 型 简化 的 实例 典型 的 底 物 

E Dri ie AE AL, 坏 已 烷 Hoe RES 
2 WR A e 3k: (k, AE — Eh AIEO 
éd BLL HOw —- HRI A A BER 
N- 去 烃 CH;N(H)CH; 一 > CH;NH; + H,C—O X 东 
0-46 C;H;OCH; —* C,H;OH + H;C=O TRA 
SLE (CH:),CHNH, — (CH),C—0 + NH; ER 
$- 氧 化 CH;SCH,—— (CHi8—O UE 
还 原 脱离 C,H;CH;Br —= C,H,CH; sum 


单 胞 菌 中 来 的 酶 上 , 这 种 可 溶性 的 细菌 酶 能 使 樟脑 (2- 歼 酮 ) 羟 基 化 ， 


(211.112 


Gi) MBER P-450s 的 结构 和 波 道 性 质 . 用 波谱 法 和 模型 配 台 物 来 确定 细胞 色素 P-450 
不 同 氧 化 还 原 和 自 旋 态 以 表征 金属 酶 活性 部 位 ,是 生物 无 机 化 学 的 范例 ,一 个 颇 为 完整 和 精确 
的 图 像 展 示 在 六 射线 结构 报道 之 前 , 因此 ,我们 将 扼要 地 讨论 这 些 结果 ,特别 集中 在 从 亚 臭 候 


也 是 第 一 个 测定 晶体 结构 欧 P-450， 
在 所 谓 的 静止 态 , 即 无 底 物 的 态 , 这 45 kDa 分 子 质 量 的 P-A450s a BE Sñ. 4" IK H Bë ALIE f 


1 


TH 


它 是 第 一 个 提纯 的 P-450， 


红 素 .作出 这 种 表征 的 基础 是 电子 自 旋 共 振 谱 , 它 的 了 值 为 2,41.2,26 和 1.91. 当 加 入 樟脑 
十 ,80 邓 以 上 的 蛋白 质 转变 为 高 自 旋 态 ,这 时 的 EPR g fA 7.8.3. 9:81 1. 8, EK 11.11 BER 


的 催化 循环 中 ,电子 转移 到 蛋白质 上 ,形成 高 自 族 的 亚 铁 中 间 体 。 加 入 CO, 上述 物种 则 转变 为 


IE E RERI TRIE, 


可 进入 细胞 色素 P-450。 


e 低 自 旋 正 铁 态 . 


内 此 ,血红 素 基 团 四 种 不 同 的 态 


„EI Fec (fl Fe 0 E) 8 EB ES 


在 正 铁 MbN; F SAR OES O 结合 部 位 ,EPR WEBS e AA 2. B, 


2. 958 1. 75, 8] S EC RIT HR AE S EA] P-450. Mn. Se Mb MPRA iT, ELE A EPR 


谱 和 细胞 色素 P-450 的 更 为 接近 ( 表 11.5), 


王 述 结果 ,结合 硫 醉 根 修 饰 的 无 活 性 F-450, 强 列 


地 指示 在 蛋白 质 中 输 向 的 两 个 配 体 , 一 个 是 半 胱 氨 酸 的 硫 醇 根 , 另 一 个 可 能 是 组 氨 酸 的 咪 轮 
3211.5 细胞 色素 P-4so BB FeCl 3E Mb 衍生 物 的 EPR 谱 数 据 的 比较 


£; 


£l g 
P 450 2.41 2. 26 
Mb-SH' 2.4 2.3 
Mb-SMe ` 2.38 2. 25 
Mb -OH 2. 61 2.13 
Mb-N; 2.8 2. 25 


1.91 
1.81 
1.94 
1. 82 
1. 75 
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基 。 对 半 胱 酸 配 体 的 表征 ,得 和 到 了 铁 ( NR au BE Bu ks Lee Rea 
EXAFS 结 果 的 支持 ,后 者 测定 的 Fe 一 S 键 距 为 2. 22 À. BRL. 应 用 多 种 加 
成 的 轴 向 配 体 ,蛋白 质 的 波 洋 性 质 并 不 更 改 , 直 到 至 少 存在 一 个 RS EG, P-450gu 6 HÉ fh X 
射线 结构 最 终 证 实 了 上 述 发 现 , 揭 示 铁 中 咏 和 半 胱 氮 酸 的 硫 瑟 位 (Fe--S 2, 20 AD. MBAS 
配 体 或 中 水 或 是 氧气 根 离子 (图 -11.11)。 质 子 NMR 弛 和 隐 研 究 表 明 , 轴 向 水 配 体 和 体 相 溶剂 快 
速 交 换 。 

e 高 日 旋 正 铁 驴 。 比 较 正 铁 叶 啉 横 型 配合 物 和 与 樟脑 键 合 的 细胞 色素 P-450 的 EPR & 
MCD 数据 ,强烈 地 指出 ,五 配 位 的 结构 中 ,单个 轴 向 配 体 为 半 胱 氨 酸 的 硫 ，EXAFS 的 研究 测 
定 ,Fe-S 键 距 为 2. 23 ,接近 于 最 终 从 副 体 结构 测定 的 (2. 2040.05) 。 该 结构 示 于 图 11, 11 
中 。 


Ti faz FeCl niin AS aH 8! AUS Fez PHP, A Më 
高 白 旋 亚 铁 


图 11,11 BHO Ac Ss a 
‘EPR RR 185 C Amr Bn pc ,或 认为 产生 于 细胞 色素 P 456 的 转换 中 


e 高 自 旋 亚 铁 态 。 与 昼 脑 键 台 的 P-4508i 酶 的 还 原 , 导致 竺 征 的 UV- 可见 吸收 、 
'H MNR ,MCD fill EXAFS 波谱 的 数据 和 高 自 旋 的 亚 铁 中 啉 模型 配合 物 的 非常 匹配 , 它 有 一 
TE HEREDES S] EOD. 。 尽 管 尚未 获得 蛋白 质 处 于 这 种 态 的 晶体 结 榴 ,但 是 亚 铁 四 芳 基 中 呈 - 
硫 脐 根 了 配合 物 已 用 品 体 法 表征 , 它 可 被 视 为 该 酶 在 这 种 态 时 结构 接近 的 类 化 物 (图 11. 11)。 

e 低 自 旋 亚 铁 态 。 低 自 旋 的 CO 和 亚 铁 键 合 形成 的 细胞 色素 P-450, 所 给 出 的 不 同 的 
450 nm Soret 带 , 含 轴 向 的 硫 醇 根 和 :一 氧化 磷 配 体 。 广 延 UV- 8] Si REEL SRAR TÉ. MED, 
HC NMR 对 :CO- 键 台 的 蛋白 质 ,及 酶 和 模型 号 合 物 的 EXAFS 数据 .最 终 证 实 了 上述 结构 。 和 
Mb 一 样 ,也 能 合成 出 亚 铁 P-450 到 磁性 的 双 氧 衍生 物 SR SBE TT OO 伸缩 频率 
发 生 在 1140 em! 处 ,与 常规 的 Fe Or 电子 结构 的 表征 相 一 和 化 。 沪 配合 物 的 结构 ,正如 
206 


EXAFS 所 证 实 的 类 似 于 模型 配合 物 , 它 和 其 他 各 种 态 一 起 示 于 图 11.11 中 。 该 结构 现 已 被 义 
射线 晶体 学 所 证 实 。 

GD 仅 北 循环 。 图 11.12 表示 了 现 已 接受 的 绍 胞 色素 P-450 氧化 碳 氨 化 物 的 机 理 。 该 机 
理 是 由 广 延 "DO- 标 记 实 验 . 状 基 化 反应 的 区 域 选 择 性 演绎 而 来 ,其 他 信息 大 多 从 研究 肝 徽 粒 体 


图 11.12 建议 的 细胞 色素 P-450 BEALE 
HALHA oih E XOCH 到 XOH 
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(CLM) 和 P-450 qm BE jo. CELA BB T GO H NADPH 提供 ,并 和 还 原 酶 及 假 单 胞 氧 
还 蛋白 体系 的 偶合 作用 有 关 ( 图 11.132. CRB A—+ , 底 物 结合 ,并 将 Fe(IE ?中心 由 低 
自 旋 6- 配 位 转变 为 高 自 旋 5- 配 位 的 正 铁 态 .各 射线 对 细胞 色素 P-450k% 和 樟脑 (CAM) 加 合 牺 
的 研究 ,揭示 底 物 结合 在 蛋白 质 硫 水 性 的 区 域 ,接近 血红 素 铁 中 心 ,并 将 所 有 存在 于 底 物 结合 
口袋 中 的 水 分 子 驱 赶 出 去 。 在 订 物 结合 中 ,多 及 骨架 或 侧 链 的 原子 只 有 极 少 许 重 排 。 有 意思 的 
是 , 键 合 底 物 的 存在 ,使 P-450kw 氧 化 还 原 电 位 从 一 300 mV 位 移 至 一 173 mV ,使 它 更 易 还 原 。 


NADPH TAB P-450.4 (RH) 
+H ~ {F MN, FAD), (Fe?*) O, 
N " : 
\ / 
| 
\ / \ 
/ N 
`x Ps ` NX 
NAD', zR P-450: (RH) ^* ROH + H,O 
(FMN,FAD)sa (Fe**) Š 
RH 
NADP* , ARR BERRIES P-450cam(RH) 
(FMN,FAD)s. _ (Fe**) Fe) 0; 
^ N š i 

/ N A N 

\/ \ \ 
| | | 
/' N / \ 

Z x `x ^. Ne 
i 2" š š UM We 
ies Rd 1. mu Sun TE C P-450cAM(RH) * ROH +H,0 
(FMN FAD)ox (Fe**) (Fe**) * 


(b) RH 


E 11.13 细胞 色素 P-450 We Je 4E RHE 5-58 05 HET 
(a) 在 肝 微 粒 体 (LM) 中 ， COE ZB BE D GEL BJ Es l (CAM FR 
(上 述 两 种 情况 下 ,电子 转移 过 程 中 和 其 他 蛋白 质 的 偶合 也 一 并 示 于 图 中 } 


催化 循环 (图 11. 12) 的 第 二 步 是 加 合 一 电子 形成 高 自 旋 的 亚 铁 底 物 键 合 酶 ,蛋白 质 对 氧 
结合 步 是 最 重要 的 , 它 导 致 亚 铁 双 和 氧 ( 或 正 铁 起 氧 , 见 上 述 ) 中 间 体 被 分 离 出 来 并 加 以 表征 。 假 
设 的 反应 机 理 的 下 一 步 是 引入 第 二 个 还 原 等 当 重 物 ,这 一 步 并 未 在 任何 P-450 酶 中 直接 观测 
到 。 在 形式 上 ,该 中 间 体 可 书写 为 未 知 质子 化 态 的 正 铁 过 氧 配合 物 。 

上 述 循环 现 已 进行 到 关键 的 中 间 体 的 形式 ,而 对 这 几 步 的 反应 其 至 了 解 更 少 。 重 要 的 是 ， 
在 加 入 质子 后 , 0—0 键 断裂 产生 水 ,结果 ,有 一 氧 原子 的 形式 氧化 态 为 零 ,而 铁 中 心 的 形式 
氧化 水 平 为 十 3。 上 述 双 原子 单元 可 书写 为 Fe' 一 上 +——— Fe" —O7 +—— Fe' —O*- , 称 
之 为 “oxenoid” 部 分 。 而 且 , 趾 啉 环 的 x- 体 系 本 身 可 被 氧化 到 阳离子 自由 基 , 如 PFe" 一 上 〇 ”或 
PFe' 一 O 的 氧 合 形 , 其 中 P 代表 吓 啉 ,也 可 换 一 种 方式 ,写成 P' Fe"—O ,Rrp"P + "(ORE 
啉 自由 基 则 离子 。 
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PFe 一 O “oxenoid "HMR 2t ERDRE z PV Pn E BS T h LE šE EA pt, ix TE s: CLS 
Pit ARR MRS BL REA bias sI LAE ERA RII 
SEE SUE f e CAI ML. FE ab HP PU TEE UK Fr Pë LBB K B 7C [e] hz 3€ 28 y , 98 PLE EIE 
这 样 一 种 机 理 , 即 C—H BAR. ROR ECL] Fe 一 OH 单元 的 重组 ,给 出 的 产物 示 于 
m 11.12 HB: 


R—H + Fe' —0 —— [R> +Fe"—OH] ~~ ROH+Fe' C11. 12? 

这 些 假设 的 步骤 称 为 * 重 键 人 台 机 理 ”(rebound mechanism), B Bi JE Ë 2825 857 f! (E 2 == 10 
s 1 , 快 到 某 些 自由 基 来 不 及 完成 其 重 排 ,例如 , 环 再 基 甲 基 自 由 基 的 &s*10:s :1。R 一 H HRB 
或 协同 如 成 到 Fe "=O 键 似乎 不 大 像 ,但 也 不 能 完全 排除 , 

催化 循环 (图 11. 12}) 的 最 后 一 步 基 离 解 作用 ,产生 ROH. 推测 醇 在 释放 到 溶液 之 前 ,短暂 
的 配 位 到 正 铁 吓 啉 的 部 位 。 该 物种 具有 低 的 还 原 电 位 ,类 似 于 共 他 低 自 施 的 Fe"'P-450 中 心 ， 
它 倾向 于 防止 加 入 更 多 的 电子 市 在 下 ~~ 辊 的 氧化 中 形成 二 醇 , 此 外 ,似乎 这 种 和 醇 配 体 的 键 合 
能 在 与 另 一 个 底 物 分 子 配 合 之 前 便 已 脱离 铁 中 心 。 

尽管 还 不 能 确切 地 了 解 催 化 循环 的 哪 一步 是 速 控 步 , 担 似 乎 是 加 人 第 二 个 电子 或 随后 这 
两 步 中 的 一 步 。 正如 图 11. 12 指出 的 那样 ,循环 中 还 原 和 O02- 结合 步 可 由 加 入 这 氧化 物 XOOH 
到 含 键 台 底 物 的 P-450 酶 讨 路 进行 。 该 反应 被 称 为 "过 氧化 物 状 路"(peroxide shunt). s/ ETÀ 
假设 的 oxencid 中 间 体 和 随后 的 烧 烃 氧化 化 学 。 

(iv) 细胞 色素 P-450 化 学 的 模型 .图 11.12 所 表示 的 细胞 色素 P-450 BO Be P LI rp AUR 
最 令 人 信服 的 证 据 是 由 合成 模型 的 研究 中 来 的 。 在 一 条 路 线 的 工作 中 ,用 到 了 5,10,15,20- 四 
莱 基 路 啉 基 铁 (ED) 配 合 物 , 分 子 中 中 啉 环 平面 上 上 方 和 下 方 的 甲 基 基 团 , 对 形成 (人 氧 ) 双 铁 ( 开 ) 
物种 提供 了 一 道 立 体 化 学 的 屏障 .类 似 于 P-450 化 学 中 的 过 氧化 物 旁 路 ,该 金属 中 啉 能 与 过 氧 
酸 反 应 ,如 对 - 硝 基 过 葵 甲 酸 或 亚 碘 酰 葵 (PhIO) ,一 个 已 知 的 氧 转 移 剂 ,形成 一 不 稳定 的 绿色 
物种 ,便于 进行 矶 氢化 物 的 氧化 。 该 绿色 铁 - 叶 啉 - 氧 全 配合 物 在 低温 下 ,足以 进行 EXAFS 和 
BMA NOR. Ae FeO 键 距 为 1, 6 和 ,后 者 的 结果 可 合理 地 解释 为 有 一 光 =] 
的 FeCR ?中心 , 它 和 中 啉 阳离子 自由 基 呈 强烈 的 铁 磁 性 偶合 。 该 物种 在 'H NMR 谱 中 大 的 低 
场 位 移 ( 国 位 质子 80270 ppm), KET IIRI SEP RA. 

由 二 应 用 了 氧 转移 剂 和 简单 的 铁 吓 啉 ,使 细胞 色素 P-450 的 碳 氨 化 物 氧化 化 学 得 以 成 功 
地 再 现 . 用 氯 化 四 葵 基 叶 啉 铁 (I 和 亚 奢 酰 葵 模拟 P-450 的 反应 ,再 现 了 环 已 烷 氧 化 到 环 己 醇 
GR 1. 13) ,或 环 己 燃气 化 到 环 氧化 物 和 烯 再 共 醇 ( 式 11. 14) 的 反应 ， 


H 
Fe(TPP2CI Ces 1.13) 
€ So ~ 

H OH 


" EN 
e: [ o + ^^ (11. 14) 
£ 5-10 em — 


11.2.b Fe mA ES 
G) MMO 的 三 种 蛋白 质 . T o E. ELLO EP o AE LET EA C—H 键 能 高 
(104 kcal/moD ,Z5 B S 5B , X. 3o D Be BE EO S ru Ep ARERR. AAR P-450 
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不 能 使 甲烷 产 基 化 。 因 此 , 细 苗 对 甲烷 感 兴趣 ,并 把 它 作 为 惟一 的 碳 和 能 量 的 来 源 。 第 一 例 由 
亚 甲 基 营 养 的 细菌 所 催化 的 反应 即 为 甲烷 的 羟基 化 ,而 所 用 到 的 酶 体系 为 甲烷 单 加 气 酶 
(methane monooxygenase), H methylococcus capsulatus(Bath) 而 来 的 MMOL 该 生物 体 由 英 
格 兰 巴 思 (Bath) 的 温泉 水 中 分 离 出 来 ] 含 三 种 蛋白 质 (图 11. 14), 即 羟 化 酶 (早先 称 作 蛋 白质 
A) ZAM EAR C) 和 一 种 普通 的 或 偶合 的 蛋白 质 了 ,在 某 种 意义 上 , 它 调节 和 蛋白质 A 和 局 
之 间 的 电子 转换 。 正 如 图 11. 14 所 示 ,电子 通过 铁 - 矿 核 和 还 原 酶 重 白 中 的 黄 素 辅 因 了 于 进入 体 
系 。 然后 ,在 偶合 蛋白 质 的 带 助 下 ,电子 转移 到 关 化 蛇 . 上 ,这 是 底 物 结合 和 双 氧 的 活性 部 位 。 这 
种 格局 能 保证 还 原 剂 NADH 始终 不 直接 和 每 循环 中 产生 的 高 活性 羟基 化 单元 接触 ,类 似 的 措 
施 也 用 于 细胞 色素 P-450 酶 体系 中 ( 现 图 11.13)。 此 外 ,有 迹象 表明 ,只 有 在 底 物 键 合 以 后 , 电 
子 才 可 能 转移 到 MMO 羟 化 酶 上 ,而 且 在 这 种 情况 下 ,同时 转移 2 个 电子 。 电 子 转移 的 控制 受 
蛋白 质 偶合 的 影响 ,以 防止 在 无 底 物 存在 下 ,氧化 破坏 产 化 酶 和 白白 消耗 等 当量 的 还 原 物 。 这 
些 控制 措施 都 是 模拟 细胞 色素 P-450 体系 所 采用 过 的 办 法 。 


3» CH.OH 


NADH 


图 11. 14 PRAAN o.B,Y, 羟 化 酶 (H) 蛋 白质 以 及 酶 活性 
所 必需 的 偶合 (B? 和 还 原 酶 (R) 蛋 白质 图 示 
电子 转移 发 生 在 从 NADH 通过 还 原本 到 羟 化 酶 。 亚 基 的 双核 铣 中 心 
(H AY .8 和 亚 基 的 相 记 位 置 根据 最 近 由 射线 训 体 学 的 测定 结果 绘 出) 


Gi) 羟 化 萌 蛋 白质 中 双核 铁 核 的 结构 和 化 学 反应 性 。MMUD Hiki (hydroxylase) 8 A IR 
的 活性 部 位 含 一 双核 非 血 红 素 铁 单 元 。 正 如 EXAFS WAHAHA Fen Fee B33. 4 一 
3.5 ,至 少 在 三 种 氧化 还 原形 , 即 Fe( 1 )Fe( I)、Fe(t 了 I)FelC1),Fe(l 1)Fe( 工 ) 中 的 前 两 种 
是 如 此 。 其 中 无 短 的 p- 氧 键 ,同时 ,两 个 铁 原子 有 5 个 或 6 个 氧 或 氨 给 体 原 子 。 从 最 大 功率 
EPR 谱 对 混合 价 态 的 研究 来 看 ,2 个 铁 原子 互 呈 反 铁 磁性 偶合 , 自 施 交换 偶合 常数 == 一 30 
cm-! Sik EF ENDOR 对 这 种 形式 的 测定 , 强 有 力 地 提供 了 存在 拔 基 桥 的 证 据 .MMO Pe 
化 酶 的 。- 亚 基 和 核 音 酸 还 原 酶 的 R2 蛋白 质 间 有 某 些 相似 性 ,最 近 射线 结构 研究 表明 ,其 中 
存在 双核 铁 核 ,如 图 11. 15 所 示 。 该 报道 指出 ,MMO 凑 化 酶 中 的 双 铁 核 很 像 是 被 一 个 或 两 个 
凑 基 桥 联 ,如 同 从 氨 氧 根 离子 中 来 的 单个 氧 原子 那样 .ENDOR fil ESEEM 的 研究 证 实 两 个 铁 
原子 均 有 组 氨 酸 与 之 配 位 。 上 述 这 两 点 结论 最 近 均 为 和 射线 晶体 学 所 证 实 ， 

如 前 所 述 ,MMO 中 的 双核 铁 中 心 共有 催化 氧化 的 混合 功能 ,类 似 于 细胞 色素 P-450。 fH 
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图 11. 15 HREM REB 
PAP d Doo ek p Cm ER VERS FERRE Ep dh 


详细 的 反应 机 理 却 了 解 得 少 得 多 ,尽管 单个 的 循环 实验 已 经 建立 ,其 中 还 原 泪 白质 与 双 氧 和 烷 
烃 底 物 反应 ,产生 相应 的 醇 . 前 明 最 近 探 测 到 的 化 学 中 间 体 的 结构 ,发展 适宜 的 模型 体系 , 仍 是 
生物 无 机 化 学 面临 的 重要 挑战 .值得 次 思 的 是 ,在 甲烷 的 氧化 中 ,大 自然 选择 了 MMO 中 的 双 
金属 铁 中 心 与 单 核 的 铁 叶 啉 辅 基 相 类 比 , 内 为 在 这 两 个 体系 中 ,两 电子 得 以 转移 而 不 产生 高 价 
Bggk Cv ) 物 种 。 正 如 式 11. 15a 和 11. 15b Brzg XXX ü ) 在 电子 上 等 价 于 PFe 中心: 


R.O 

PFet+O;H- _ Z. PFe'= + PFe*—0O (11. 15a) 
HO 

(11. 15b> 


Fe," I 人 :HH 一 / »- Fee =O 
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另 一 方面 ,企图 证 明 类 似 上 式 11.12 的 自由 基 中 问 体 的 存在 仍 有 分 歧 , 同 时 需要 河清 MMO 和 
FHAR P-450 体系 间 有 着 重要 的 差异 , 最 近 , 羟 化 禾 蛋 白质 的 蝇 体 结构 已 用 分 辨 为 2. 2 和 的 
X 射线 进行 了 测定 。 嬉 果 发 现 活性 部 位 与 Rz 蛋白 质 类 似 ( 图 11. 150 ,其 中 有 ~- 朴 水 性 口袋 以 
结合 底 物 。 这 些 不 断 发 展 的 研究 成 果 , 将 极 有 助 二 阐明 酶 机 理 的 细节 ， 


11.2.0 JL u fO nah 

细胞 色素 P-450 和 MMO 二 者 均 为 混合 功能 氧化 酶 , 且 仪 有 一 个 双 氛 的 原子 转移 到 烷烃 
.E.5— T9 EK. 该 过 程 在 形成 等 当量 还 诛 物 时 需要 能 量 , 双 加 和 氧 栈 则 不 同 , 它 将 O, 分 
子 中 的 两 个 原子 都 结合 到 底 物 上 。 在 这 一 类 酶 中 ,表征 得 最 好 的 是 原 儿 茶 酸 根 3,4- 双 加 和 氧 酶 
(protocatechuate 3,4-dioxygenase) , E (f£ (E E] Ez Pa 11.16 Aras: 

OH 
= OH sso O 
^on vy H (11.16) 
~O0C 

RHEA EORR ER NICMAS. SETS HR RU T POXURUR DP 
来 的 气 原 子 。 
由 于 从 酷 氨 酸根 配 体 到 Fe 1} 离子 活性 部 位 的 电荷 竺 移 , 使 该 槛 一 般 呈 红色 。 由 Pseudo- 
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图 11.16 原 儿 茶 酸 根 3.4 MHRA D 
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monas aeroginosa im AJR JU28 8848 3,4- 双 加 氧 酶 的 晶体 结构 已 测定 ,分辨 挛 到 2. 8 A, A 
是 一 个 大 的 低 聚 物 ,两 条 亚 基 中 的 每 一 条 都 有 12 段 复制 段 ,mw 亚 基 为 22 kDa, B DEH 27 
kDa, 总 的 对 称 性 为 全。 酶 的 活性 部 位 位 于 «和 8B 亚 基 间 的 界面 上 ,尽管 所 有 铁 的 配 体 均 来 自 B 
亚 基 ,活性 部 位 的 结构 示 填 图 11.16 中 , 配 体 为 酷 氨 酸 -118 . 酷 氨 酸 -147 .组 氨 酸 -180 和 组 氨 酸 
-162, 还 有 一 个 键 合 的 溶剂 分 子 , 或 者 是 水 或 者 是 氨 氧 根 离 子 ， 

基于 广泛 的 动力 学 和 变换 底 物 的 研究 ,提出 了 该 酶 合理 的 详细 机 理 图 解 , 示 于 图 11. 1? 
中 。 庐 机 理 的 关键 特征 是 .在 金属 中 心 和 配 位 的 儿 茶 酚 基 之 间 存 在 明显 的 电荷 转移 . 这 种 从 配 
体 到 铁 中 心 的 电子 转移 ,赋予 配 体 显 著 的 半 配 类 自由 基 特 性 ,并 使 之 活化 以 直接 和 双 氧 分 子 接 
触 。 然 后 , 瑟 体 - 双 氧 加 合 物 进 行 一 系列 的 转变 ,最 终 形成 产物 , 


O N 
" 
OOc ^ ° 十 uer »— —— "0084 o — Fe" 
N O N. 9 
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\ NH NH 


图 11.17 ME JL 3.4 Ee 
黑色 的 原子 表示 引入 2O MILKS E ERST 


上 上 述 机 理 的 某 些 方面 已 用 实验 探测 。 特 别 是 对 从 上 暗 宰 短 杆 菌 来 的 酶 的 EXAFS 研究 已 经 
开展 。 静态 EXAFS 谱 与 晶体 结构 的 结果 一 致 ,揭示 了 3 个 氧 或 气 配 体 在 1.90 入 以太 2 个 
O/N1E2.08 六 处 .其 中 较 短 的 距离 表征 为 2 个 酷 氨 酸根 配 体 及 一 个 键 合 的 氨 氧 根 离子 : 较 长 
的 距离 则 为 2 TARAR. MALAE RH, Ct 2 个 羟基 和 铁 配 位 ,这 是 从 系列 了 PR 的 
研究 推断 的 ,这 个 结果 和 EXAFS 曲线 拟 合 得 到 的 参数 岂 乎 没有 多 大 益 别 。 上 述 结 果 表 明 LEX 
仍 为 五 配 位 ,这 个 结论 要 求 原来 存在 十 静止 酶 中 的 两 个 配 体 被 取代 。 显 然 , 氨 氧 根 离子 是 一 个 
候选 者 , 且 随 即 被 酚 的 一 个 氢 原 子 质 子 化 。 与 此 同时 ,又 提出 一 个 组 氢 酸 或 酷 所 酸根 配 体 被 取 
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ROR PMH ARPT ik. 总 的 变化 概括 在 图 11.17 中 . 气 的 插入 和 断裂 反 宰 的 某 些 
细节 六 有 有 待 于 确切 地 阐明 ， 

双 加 氧 酶 中 的 铁 结合 并 活化 底 物 ,通过 从 底 物 到 金属 中 心 的 部 分 电荷 转移 ,有 利于 双 氧 的 
亲 电 进攻 。 这 种 作用 可 与 第 10 章 所 讨论 的 栈 的 金属 离子 相对 照 ,和 的 作用 如 Lewis R. 一 个 
完全 氧化 还 愿 惰性 的 金属 离子 如 锌 ,也 许 不 可 能 代替 铁 (1 ) 的 功能 .但 有 兴趣 看 一 看 这 种 需要 
氧化 还 原 特性 的 程度 ,能 否 应 用 到 其 他 的 双 加 氢 酶 体系 上 。 


11.3 AETH: Mo 


11. 3.a ESBS 

另 一 大 类 促进 氧 原子 转移 反应 的 酶 就 是 那些 含 钼 的 酶 。 除 固氮 酶 外 ,所 有 含 钼 的 酶 看 来 都 
需要 一 个 共同 的 辅 因 子 ,近年 来 已 阐明 了 它 可 能 的 结构 ( 见 5.4. d. 节 和 图 5. 20)。 波 谱 研究 FE 
Bile EPR 和 愉 射线 吸收 光谱 的 研究 ,揭示 了 银 部 人 的 详细 性 质 ,并 表明 它们 在 不 同 的 酶 中 显 
著 地 不 同 ,在 某 种 意义 上 类 似 于 在 含 趾 啉 的 蛋白 质 中 所 见 到 的 那样 ,然而 ,对 于 钥 蛋 白 , 这 种 变 
化 似乎 更 大 。 这 些 栈 均 能 催化 反应 ,其 中 能 书写 为 氧 原 子 转移 反应 的 列 于 表 11. 6 中 。 AEN 
享有 一 共同 辅 因子 , 强 有 力 的 证 明 来 自 Neurospora crassa E HEATER] REA, iX PE Hog 
常 产生 硝酸 盐 还 原 酶 ,但 为 一 种 扭曲 的 突变 体 ,无 活性 , 称 作 nit-1。 用 酸 邹 化 的 硝酸 盐 还 原 酶 
萃取 处 理 mit-1, 能 恢复 硝酸 盐 还 原 酶 潜在 的 活性 。 重 要 的 是 , 某 取 所 有 其 他 已 知 的 钼 酶 ( 除 固 
氨 酶 外 ) ,都 能 和 葵 取 nic-1 那样 进行 活化 ， 


表 11.6 HARB 


酶 催化 的 反应 
eS SE BBs +40 -e RAB + 2H! 427 
AES ES EE SL IE BS SOP + HO 一 ~ 8027+ 2H* + 2e 
峭 酸 盐 还 原 酶 NOF+2H+ —2e - NO; 十 H.O 
HU RR Ik 21 Bz HCOOH —— CO, + 2e7—2H7 
CO RaR CO+H.O — CO;+ ze —2H^ 
ZP GES SU Es 2e —2H | (CH,);:FGO — HO COH; ES 
— ik N-& (k) ya cfle (CH;NO--2e7-F2H* > (CH;N- H;O 
by EES 4: E+ ge" + 2H 一 生物 素 十 HeD 


JG hb ADR BS Pst He Wi REI HYD ER Sa EAE ft 852 aR TB SR 
味 哈 氧化 敌 是 研究 得 较 多 的 一 个 酶 . 它 以 二 聚 体 的 形式 存在 ,分 于 质量 关 300 kDa, BRUM 
含 1 个 钼 .1 个 黄 素 腺 味 叭 双核 蔡 酸 和 2 个 FesS; 中 心 。 黄 味 哈 氧化 酶 及 密切 相关 的 从 肝 中 提 
取 的 黄 味 吟 脱 氨 酶 中 , 钥 部 位 某 些 方面 的 结构 已 由 EXATFS 研究 测定 。 RA a ASH 
氧 基 (Mo 一 0 0, CUR VLA CES E TDI Br gr BO PE CT AE pr Rd — iic DL ERAS i TE ORO PS 
梢 的 硫 基 ( Mo 一 S ), 一 系列 的 化 学 研究 预示 了 由 波谱 法 对 上 述 仿 基 的 发 现 , 用 CN EE RIR 
叭 氧化 酶 ,使 酶 丽 失 活性 并 释放 出 等 量 的 硫 氨 根 离子 SCN 。 还 原形 仍 有 - * 端 梢 的 氧 基 , 但 端 
梢 的 硫 基 亿 平 质子 化 形成 硫 氧 根 (SH } 配 体 , 用 氰 化 物 处 理 的 酶 ,在 氢化 形 中 有 2 个 端 梢 的 氧 
基 。 

曾 报 道 了 一 则 和 黄 叮 叭 氧化 酶 机 理 密 切 相关 的 关键 性 实验 。 CRB RES ARO 
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Rich ALTE RUE MARE REHAR, yE 153165 PE R2 2 IP 75% Ë 
tici. 相反 ,用 含 ”0O 的 水 和 未 标记 的 酶 进行 实验 ,结果 只 有 少许 标记 物 进入 产物 。 上述 结 果 
表明 , 酶 催化 的 反应 是 通过 转移 一 个 氧 原子 或 它 的 等 当量 物 到底 物 ,而 不 是 由 错 促 进 溶剂 水 或 
氢气 根 的 进攻 进行 的 。 

黄 嗓 叭 气 化 酶 中 的 MoCV ) 形 式 曾 通过 一 系列 EPR 谱 进 行 过 观测 ,实验 中 运用 速冻 法 来 
制备 试 样 。 由 于 在 催化 循环 中 , 铀 中 心 在 Mo Al Mo CN ) 氧 化 还 原 态 和 来 回 变 化 ,因此 ,该 
物种 给 出 的 EPR 信号 和 主要 的 反应 路 径 间 的 相互 关系 还 不 甚 清楚 。 因 为 该 酶 还 含 其 他 的 氧化 
还 原 活 性 中 心 , 而 反应 过 程 中 产生 的 Mo CN ) 物 种 又 能 与 EPR 活性 的 Mo( v ) 物 种 通过 分 子 
内 的 电子 转移 反应 处 于 平衡 。 此 外 ,Mo(Y ) 也 能 在 酶 再 氧化 到 MODAK Ree, A 
此 ,EPR 研究 极 难 提供 有 关 反 应 机 理 和 重要 中 间 产 物 结构 的 信息 。 一 种 可 能 的 机 理 图 解 示 于 
图 11. 18 中 .其 中 一 个 氧 原子 由 钼 中 心 转 称 到 黄 野 叭 , 端 梢 键 全 的 硫 基 对 从 底 物 迁移 来 的 氢 的 
作用 好 似 ~- 个 碱 基 。 然 后 ,从 水 分 子 遂 过 一 系列 去 质子 偶合 和 电子 转移 步 而 来 的 氧 又 重新 和 
Mo 中 心 结 合 。 


图 11. 18 黄 嘎 哈 在 黄 嘿 哈 氧 化 酶 的 钼 部 位 转化 为 尿酸 的 建议 机 理 


亚 硫 酸 盐 氧 化 酶 比 起 黄 嗓 吟 氧化 酶 来 较为 向 单 , 除 由 铀 辅 因 子 衍生 而 来 的 中 心 外 , 仅 含 一 
单个 的 辅 基 , 即 血 红 素 , 引 外 ,从 鸡 肝 中 提取 的 酶 中 ,两 个 辐 基 彼此 分 立 , 且 仅 有 少许 蛋白 水 解 。 
因此 ,全 酶 是 二 率 体 ,分 于 质量 为 120 kDa, HRE ARLE, EM 9. 5 kDa SRI DE ER 
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片 , 合 血红 素 基 团 ; 一 个 94 kDa HORRET Siriy. LEARE RESAPTÓECIT RB 
的 事实 ,上 反映 了 实 蛤 测定 蛋白 质 分 子 量 土 的 误差 。 在 这 个 意义 上 ,使 酶 断 型 的 技能 可 将 两 个 半 
友 应 分 开 , 以 便 更 好 地 进行 多 中 心 的 波谱 表征 , 免 受 其 他 强 吸 收 物 种 的 干扰 。 特 别 是 当 保 持原 
样 的 酶 ,能 以 氧化 形 细 胞 色素 c、 铁 扎 酸 盐 或 双 氧 作 电 子 受 以 来 氧化 亚 硫 酸 盐 时 ,分 离 的 银 域 
便 失 去 了 将 电子 转移 到 细胞 色素 上 的 能 力 , 但 对 其 他 试剂 仍 保 持 尊 它 的 活性 。 上 述 观测 表 
明 , 亚 硫酸 盐 的 氧化 作用 发 生 在 组 中 心 ,在 上 述 两 电子 氧化 中 ,血红 素 中 心 对 两 分 子 细胞 色素 
c 的 还 原 起 偶合 作用 。 

和 黄 嗓 叭 氧化 酶 一 样 ,许多 关于 亚 硫 酸 下 氧化 酶 中 银 部 位 的 结构 信息 均 来 自 EXAFS BF 
究 。 该 酶 的 氧化 形 有 2 个 端 梢 的 气 基 和 2 个 或 3 个 硫 醇 根 的 区 原子。 在 述 原作 用 下 ,失去 一 个 
氧 基 , 而 硫 醇 很 硫 原 子 的 数目 则 可 更 可 靠 地 表征 为 3 个 。 顺 -二 氧 钼 (VW) 单元 在 钻 的 化 学 中 顾 
为 寻常 。 该 物种 和 太 醇 根 的 硫 配 位 ,已 知 能 和 和 氧 基 受 体 如 腾 进 行 氧 原子 转移 反应 .。 BP EE 
学 观测 ,加 上 对 酶 的 动力 学 研究 ,提出 了 如 图 11.19 所 示 的 催化 循环 。 底 物 的 氧化 作用 通过 从 
钥 到 恶 硫酸 盐 直接 的 氧 原子 转移 形成 硫酸 盐 进 行 .然后 PAN ) 物 种 在 两 个 单 电子 步 并 与 

- 键 合 水 分 子 的 脱 质 子 侦 合 又 重新 被 氧化 ， 
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图 11.19 {Bei Bey SI ee Bk ETE EAE ik LE 
图 中 示 出 了 氧 原子 的 转移 和 其 中 的 电子 转移 步 


上 述 两 出 证 实 了 氧 钼 中 心 在 实施 氧 原子 转移 反应 中 的 作用 ,稳定 的 Mot Vl Mo) 
化 水 平和 ,一 定数 日 端 接 的 配 体 有 利于 这 美 反应 的 进行 ,而 不 产生 底 物 的 自由 基 物 种 .特殊 的 蝶 
叭 作为 组 的 配 体 之 一 ,在 这 些 中 心 的 作用 尚 属 末 知 。 也 可 能 包含 在 到 底 物 的 电子 转移 过 程 中 ， 
尽 答 目 前 尚 元 数据 表明 需要 这 种 功能 。 更 大 的 可 能 性 是 , 它 能 改善 电子 转移 的 路 径 . 因 为 在 这 
类 酶 中 几乎 永远 存在 以 钥 为 中 心 的 反应 和 其 他 具有 氧化 还 原 活 性 基 团 问 的 偶合 ， 
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11.3.b SARPE 

ESA TET SHENETER [UA SINUS AO Ny. RRM Reo i BEHUBE ch A 
FLARES HRS? RE EXAFS 分 析 表 时 ,它们 的 确 在 某 种 程度 上 近似 于 利 钼 键 合 的 给 体 原 子 . 
最 重要 的 是 , 它 有 可 能 模拟 酶 的 活性 ,特别 是 氧 原 子 转移 步 , 在 这 一 类 反应 中 ,研究 得 最 多 的 包 
括 将 耿 硕 还 原 到 硫化 物 和 将 氧化 胺 还 原 到 及 。 

晤 广泛 表征 的 体系 用 到 了 如 下 所 示 的 哗 院 - 硫 醇 根 配 体 
L. 已 制备 出 化 学 式 为 [MoO;(L),] 的 配合 物 , 其 中 合 双 氧 合 钥 
《机 ) 部 分 , 它 的 结构 示 于 图 11, 20 中 。 该 配合 物 和 腾 , 如 EtsP 
反应 ,结果 , 氧 原子 从 钻 转移 到 磁 上 ,并 产后 相应 的 氧化 腾 和 氧 
台 钥 CN ) 配 合 物 [MoO(L)], 它 的 结构 一 并 示 子 图 11. 208. 
注意 ,庞大 的 叔 - 丁 基 结合 到 配 体 中 能 妨碍 [MoO:(Lz)] 和 
[MoO (L); Jl ay RE ,该 反应 能 产生 Mo CY ) 氧 桥 配合 物 [(L):Mo0DMo(L) J, RARE E 
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如 同 11.1.a. iñ 节 述 及 的 发 生 在 肌 红 蛋白 和 血红 蛋白 模型 的 那样 ,这些 pg- 氧 物种 代表 了 热力 
学 稳定 的 死 端 , 限 制 广 许多 配 体 作为 酶 模型 配合 物 的 应 用 。 还 原形 [MoO(CL),] 配 合 物 能 和 一 
系列 氧 原子 给 体 反 应 ,包括 若干 酶 的 底 物 ,产生 [MoO,<1L),] 并 伴随 着 底 物 的 还 原 。 例 如 ,二 甲 
亚 秽 是 若干 钥 蓄 的 底 物 ,能 被 -MoO(L)s] 定 基地 还 原 为 甲 硫 醚 ， 


-10m 


A 


FUE TARLEN XO — xo tik 


图 11. 21 3GEXIBOSL IS HBR 
& dE RIK B Bip ior x r F d Ze Ei EE GERD E UB E HE E s 


xpx SU Boo 19 DESEE RE E S BJ — Je iE SET AUR PR TER 11.21 中 ， 
其 中 双 和 气 合 钼 CM)/ 氧 合 乌 (N ) 对 是 该 体系 的 关键 特征 . 某 些 钼 酶 ,如 亚 硫 酸 盐 氧 化 酶 ,将 所 原 
了 转移 到 底 物 上 ;而 其 他 的 钻 酶 ,包括 硝酸 盐 还 原 酶 , 则 从 诬 物 上 转移 气 原 子 ， 在 这 些 酶 中 , 钼 
中 心理 想 地 定位 于 热力 学 上 适宜 于 进行 这 些 不 同 的 转移 .上 述 特征 表示 在 图 11. 21 中 , 苦 干 这 
些 反 应 的 相对 氧 原子 转移 灼 的 顺序 和 那些 被 细胞 色素 P-450 和 MMO 催化 的 实例 一 致 。 


11.4” 双 氨 的 其 他 反应 和 副 产 物 


11.4.a 保护 性 的 金属 酶 :Ca-zn 882 [E30 (ES 
H RAE Hb ER superoxide dismutase .SOD)}) 这 种 金属 酶 的 功能 是 按 式 11. 17 的 方式 歧 
化 超 氧 离子 : 


20; 2H == H;O; +O; (11.17) 
By Pa HAAR SR PRÉ THA SYR. Tea St 
氧化 氢 酶 所 清除, 这 将 在 下 一 节 较 详细 地 讨论 , 因此 ,SOD 和 过 氧化 气 酶 一 致 行动 TERR O, 代 
谢 过 程 中 潜在 的 有 毒 副 产物 ,以 呵护 生物 体 对 双 氧 的 利用 .已 知 超 氧化 物 歧 化 酶 其 有 氧化 还 原 
活性 的 锌 , 铁 或 铜 中 心 。 此 处 我 们 仅 集 中 于 最 后 一 种 ,有 即 铜 - 锌 超 气 化物 歧化 酶 上 ,这 种 酶 有 时 

也 按 异 金属 核 称 作 黄 铜 酶 。 
O i SUCI RS RAUS. 60 年 代 后 期 发 现 了 含 铜 的 蛋白 质 , 最 初 由 各 种 不 同 的 来 
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狼 中 提取 (从 血红 细胞 中 提取 的 血球 铜 蛋白 ,从 肝 中 提取 的 肝 钢 蛋白 等 ), 称 作 铜 重 白 , 它 们 能 
BAST ALB E GR 11.17). 这 些 酶 均 由 两 条 相同 的 亚 基 构成 ,每 一 条 含 一 个 铜 和 一 个 锌 
原子 . 上 述 功 能 的 发 现 , 导 致 对 Cun, SOD 酶 的 进一步 研究 . 运用 快 反应 技术 ,很 快 建立 起 的 
慌 化 机 理 有 两 步 扩散 控制 步 ,如 式 11.18a 和 11. 18b 所 示 : 
ECu :十 D 一 二 ECu +0, (11. 18a) 
ECu ' +O; +2H*t= = ECu' +R;O; (11. 18b) 
这 些 反应 有 时 也 被 称 为 “乒乓 "机 理 , 因 为 铀 在 它 的 两 种 常见 区 化 态 问 往 复 地 变换 . 超 氧 离 子 在 ， 
第 二 步 的 质子 化 ,反映 了 上 述 两 步 反 应 均 系 热力 学 可 行 的 . 正如 表 1. 2 所 指出 的 ,Oz/OF 对 的 
氧化 还 原 电 位 为 一 0. 33 V ,而 O; /H,O, 对 的 为 十 0, 89 V。 因 此 ,任何 金属 原子 若 能 在 M 和 
Meru+ 态 间 进 行 单 电子 所 化 还 原 化 学 ,而 它 的 电位 在 一 0.3V ES 0.9 V 范围 内 ,从 热力 
学 上 讲 便 能 作为 超 氧 化 物 歧化 酶 ,因而 对 于 自然 界 , 除 CusZns SOD 外 ,还 存在 Fe、Mn 的 
SOD WHA ZAG ST. AM SCS AMER MARA ETHER. 

式 11.17 所 示 的 起 氧 离子 的 歧化 反应 进行 得 很 快 ,即使 在 无 催化 剂 存 在 的 情况 下 ,未 经 众 
化 的 反应 的 二 级 速率 常数 为 必 4X10CmolL) 1 ss !。 酶 催化 反应 的 速率 常数 为 ==2 Xx 10° 
(mol/L)! «s! 总 的 反应 速率 仅 受 OF 离子 扩散 到 蛋白 质 活 性 部 位 的 限 刺 。 在 试图 曾 明 需要 
SOD MAHE hBr I RRR RAER E TEAM EER BARR. SERR 
11. 17 CLA EL EEZ EE SSE IE 2 ELLEN UG Bp E RUE 
在 一 个 假定 的 保护 功能 中 歧化 超 氧 离子 。 虽 然 游 离 的 金属 离子 也 能 有 效 地 催化 式 11. 17 的 反 
应 , 铂 催 化 的 反应 的 速率 常数 二 4X10 (mol /L.) 7 * s71, (ER A A D, SEG Ba d C 1 ) =k 
£k Fl P BG Eee dik ES St (k byk ERE. UU E [J E i k £ 
中 并 不 重要 。 

Gi) 铜 -外 超 氧 化 物 歧化 复 的 结构 。 午 红细胞 的 超 氧 化 物 歧 化 酶 已 通过 结晶 制 得 ,并 用 用 
射线 了 入 射 测定 其 结构 ,分 辩 率 2 A 。 其 多 肽 骨 课 为 一 含 B T Ë 85 8 条 反 平行 链 构成 的 圆柱 
体 , 这 是 蛋白 质 缚 构 一 种 普通 的 造型 , 即 著名 的 BEA. 有 两 条 这 种 多 上 肘 链 来 自 CuzZns SOD 
汶 白 质 的 二 聚 体 ， 其 中 的 金属 结合 部 位 示 于 图 11.22 中 , 铜 (3 ) 离 子 和 4 个 组 氮 酸 侧 链 配 位 ， 
它们 是 组 氨 酸 -44. 组 气 酸 -46. 组 氨 酸 -118 和 组 伺 酸 -61。 此 外 ,有 证 据 表 明 轴 向 的 第 五 个 配 体 
是 水 。 有 意思 的 是 ,组 氨 酸 -44 和 组 氨 酸 -46 处 于 畸变 的 平面 正方 形 CuN, BR IV EB z L , R 
管 它们 在 顺序 上 接近 。 二 肽 , 即 组 氨 酸 14- E UE 45- 组 氨 酸 46 TERETA CN, 平面 一 侧 
到 铀 的 通道 。 另 一 侧 借 助 上 一 约 4 A 宽 的 贺 锥 形 沟 模 ,为 溶剂 接近 铀 提 供 了 一 条 通道 ,并 在 重 
白质 表面 向 溶液 敞开 。 沟 档 的 衬里 是 带 正 电 荷 的 氢 基 酸 侧 链 的 残 基 , 包 括 顺序 恒定 的 赖 氨 酸 - 
134 e- 氨基 酸 基 团 , 它 位 于 沟 槽 的 撑 端 ,距离 Cu 13 入 处 。 可 能 正 是 这 个 残 基 定 位 于 吸引 扩散 
ELE IR B O, 离子 ,并 使 它 跌落 到 沟 褚 ,再 也 不 能 以 有 害 物 种 的 形式 返回 。 毗 邻 的 众 毛 
酸 -131 残 基部 分 中 和 和 电荷 ,并 协助 确立 驱赶 Oz 离 于 向 带 正 电荷 的 Cut /Zn2 活性 部 位 的 共 
电梯 度 。 沟 醒 中 其 他 带电 荷 的 残 基 包 括 谷 氨 酸 -119. 谷 氨 酸 -130. 态 氨 酸 -120 和 精 氨 酸 -141. 

除 活性 部 位 的 铜 ( 1 ) 离 子 外 , 空 腔 的 底部 还 含 Zn《 I (EË 11.22), Za DATATA M 
体 环境 中 ,与 之 配 位 的 是 3 个 组 氨 酸 残 基 , 即 组 氨 酸 -69.78 和 61, 最 后 的 一 个 与 铀 离 于 桥 联 ， 
还 有 一 个 是 天 冬 氨 酸 -81 的 羧基 . 在 Cu,Zn, SOD 中 咪唑 基 和 双人 金 属 中 心 的 桥 联 是 一 个 新 颖 的 
结构 特征 ,在 从 该 酶 中 发 现 以 前 ,在 配 位 化 学 中 尚未 遇 齐 这。 

Gi) BEAVER. Cu,Zn, SOD 中 存在 锌 表明 ,起 氧化 物 歧化 酶 的 活性 可 能 需要 第 二 种 金 
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属 , 一 个 独特 的 设想 示 于 图 11. 23. 在 该 机 理 的 每 一 轮 催化 循环 中 ,咪唑 桥 先 被 断 开 而 后 又 重 
新 形成 。 桥 基 断 裂 的 速率 和 酶 的 循环 速率 一 样 快 。 和 锌 (I ) 配 位 的 组 氮 酸 环 的 得 原 子 使 男 一 
个 氮 原 子 的 pK, 由 原来 的 14 降低 到 s 7 一 10。 结 果 , 这 第 二 个 氮 原 子 宁 可 与 质子 而 不 是 与 
CuC 1 结合 。 这 种 选择 使 紧 距 着 酶 和 机理 的 第 一 步 之 后 , 桥 基 断 裂 ( 式 11. 18a 和 图 11. 23), 
Cu( 1 ) 再 次 氧化 到 CuCID)( 式 11.18b) 后 ,随同 质子 转移 到 过 氧 离子 , 且 以 H.O, 的 形式 释 出 ， 
桥 联 又 重新 形成 ,该 机 理 在 Cu I 中心 创造 了 一 个 开放 的 位 置 以 结 台 Oz ,排除 了 需要 一 高 能 
Tis m BO ro ES RT RETE, 

和 图 11. 23 机 理 同 样 具有 吸引 力 的 ,可 能 是 随后 的 研究 证 实 Cu, E, SOD 中 锌 的 位 置 若是 
ZEE, EMEA ERE FE, 那么 Zn’ 4 SOD 中 的 实际 作用 究竟 如 何 琵 ? 一 种 可 能 性 ， 
正如 前 已 提出 的 ,是 2nt I } 协 助 建立 了 电场 梯度 ,以 吸引 Oz BRA SOD 捕 蝇 草 圆锥 形 的 空 腔 
中 ,Os 和 H,O, 二 者 均 为 夸 化 反应 的 产物 ,它们 缘 为 中 性 ,因而 很 容易 扩 获 出 来 ,而 Oz 是 阴 离 
子 , 却 不 能 . 锌 的 另 一 种 可 能 的 作用 是 赋 子 蛋白 质 热 稳定 性 . 铜 - 锌 SOD 对 热 特 别 稳定 ,在 75°C 
ÉE Fl0mmol/L 、pH 为 7. 2 的 磷酸 盐 缓 冲浪 中 .7min 后 它 的 光谱 性 质 和 活性 仍 未 改变 。 相 
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E LESER PRER A SZ] ERE SEE DE 


(His},Cu"—N,__,N— Zn(His),(Asp) + O; + H^ 
(His)|Cu + HN, /;N— Zn(His) (Asp) 


Os 
Ho; 


(His),Cu'— N...., N— Zn(His), (Asp) 


图 11.23. -REMEHA ST RE BS EMT aL 


11.4.b 保护 性 的 金属 酶 :过 氧化 氢 酶 和 过 氧化 物 酶 
双 氧 的 男 一 个 重要 的 还 原形 是 这 氧化 氨 , 现 已 发 现 许 多 酶 均 以 过 氧化 氨 为 订 物 ,或 通过 歧 
化 作用 将 它 转变 为 双 氧 和 水 ,或 把 它 作为 一 个 氧化 剂 简单 地 加 以 挫 毁 ,在 这 一 节 将 要 涉及 的 酶 
以 及 它们 所 催化 的 反应 概括 在 表 11. 7 中 。 所 有 这 些 酶 在 它们 的 活性 部 位 均 合 血红 素 基 闭 , 尽 
管 轴 向 配 体 的 性 质 以 及 反应 机 理 的 细节 很 不 相间 。 
表 11.7 SMART BAAS 


酶 | . E 应 
细胞 色素 < 过 氧化 物 酶 ROOH-- 2H+ +2e7 — ROH --H;O 
BOURSE SEE SUE TE A-Hz +H;0; — A+ 2H20) 
Suis A-H + X+ H+ H,O, —= A-X + 2H;0 


过 氧化 氨 酶 2H.0, 一 一 2H,0+0, 


ERE BEER TS HR RR EE c 过 氧化 物 酶 含 一 条 294 个 氨基 酸 的 单 链 , 共 结构 已 由 品 体 法 测 
定 ,; 分 辨 到 1, 7 A ,这 曾 在 第 9 章 扼要 地 述 及 ,一 个 轴 向 的 位 置 被 组 氨 酸 占据 ,类 似 于 血红 蛋白 
的 情况 , 另 一 侧 在 静止 的 Fe H ) 态 则 未 被 占据 。 辣 根 这 氧化 物 栈 和 氧 过 氧化 物 酶 的 贞 体 结构 
尚未 测定 。 然 而 ,一 系列 波谱 研究 ,包括 EXAFS 的 详细 研究 ,证 实 前 者 的 轴 向 配 体 仍 为 组 氨 
酸 ,后 者 则 为 灶 胱 氨 酸 的 态 醇 根 ,使 它 的 活性 部 位 类 似 于 细胞 色素 P-450。 这 些 活性 部 位 血红 
素 的 配 位 作用 示 于 图 11. 24 中 。 
这 些 不 同 的 酶 具有 大 体 上 相间 的 反应 机 理 ,尽管 细节 很 不 相同 ,这 将 在 以 下 讨论 . 式 11.19 
给 出 了 共 所 的 轮廓 
EPFe( I )+H;Ü; = EPFe( 2 ) X (— Be )--EPFeCH) (11. 19? 
起 始 步 为 以 EPFe CE ) 表 未 的 酶 被 过 氧化 气 两 电子 氧化 ,并 产生 一 分 子 水 。 这 些 酶 两 电子 氧化 
形成 的 EPFe(C — 2e ) 的 性 质 是 一 个 广泛 研究 的 课题 所 有 上 述 酶 的 这 种 形式 ,在 铁 中 心 均 含 
—Fe(N ) 一 0 单元 . 铁 - 氧 单元 的 形成 是 由 于 被 移 去 了 两 个 电子 中 的 一 个 .对 过 氧化 气 酶 、 关 根 
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图 11.24 MET EPI St Ok s PERS tir ag Bo Gr f H 


过 氧化 物 酶 和 和 毛 过 氧化 物 酶 , 另 一 个 电子 由 路 啉 环 而 来 ,产生 一 阳离子 自由 基 物 种 。 这 种 态 企 
闪 根 过 氧化 物 酶 中 称 为 化合 物 I”, 类 做 于 11.2. à 节 述 及 的 细胞 色素 P-450 反应 循环 中 假设 
的 活性 氧化 物 。 然而 ,对 于 细胞 色素 。 过 氧化 物 酶 ,该 电子 由 蛋白 质 的 侧 链 而 来 。 最 近 , 通 过 定 
点 突变 和 详尽 的 ENDOR 研究 ,已 证 明 自 由 基 位 于 色 氨 酸 -191 .该 氨基 和 酚 吗 哄 环 的 取向 和 中 啉 
环 垂 直 , 和 轴 向 的 组 氨 酸 配 体 平行 并 与 之 接触 。 此 外 , 这 两 个 芳香 环 各 自 与 天 冬 换 酸 -225 形成 
AR. 

— E. BS TF SL RE Rü, ERR AP X 进行 多 种 反应 ,恢复 到 EPFe COS. 
tit I SUR SX Sor Ska 3x — p d ERIS IT SYN ALARMED Ei 
中 ,过 氧化 物 被 氧化 而 不 是 断裂 产生 双 氧 。 血 红 素 中 心 的 氧 合 基 财 则 以 水 的 形式 释放 。 该 反应 
也 能 一 次 发 生 - - 步 , 如 对 细 胸 色素 < 过 氧化 物 酶 ,结果 ,两 分 子 细胞 色素 " 分 步 氧化 。 RRA 
化 物 酶 能 和 许多 电子 给 体 如 烷 基 胺 或 硫化 物 发 生 类 似 的 反应。 氧 合 基 财 同样 以 水 的 形式 释放 
出 ,而 不 转移 到 底 物 上 .最 后 ,对 氨 过 氧化 物 酶 ,两 电子 氧化 形 能 和 氧化 物 反应 ,产生 次 氨 酸 盐 ， 
它 能 通过 放出 氨 氢 根 将 卤素 转移 到 有 机 底 物 上 

过 氧化 氨 酶 能 有 效 地 使 过 氧化 氢 按 式 11. 20 发 生 歧 化 ， 

2H,0, == 0,—2H;O (11. 20) 
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过 氧化 氢 酶 是 多 亚 基 酶 ,分 子 量 250kDa, 在 它们 的 活性 部 亿 含 一 血红 素 基 团 。 欠 和 牛 肝 中 提取 
的 过 氧化 氨 酶 的 结构 已 由 品 体 法 测定 。 图 11. 25 孙 出 了 该 蛋白 质 ， 和 一 个 轴 向 位 置 配 位 的 是 
酷 氨 酸 -357 脱 质 子 栈 的 氧 原子 ,这 在 血红 素 蛋 白质 中 是 一 个 独特 的 特征 。 另 一 个 轴 向 位 置 空 
着 以 结合 底 物 。 位 于 末端 的 是 其 丙胺 酸 -160 的 蒜 环 , 它 平 行 于 并 堆积 在 中 啉 环 一 个 吡 略 环 的 
平面 上 ,同时 以 氨 键 与 组 氨 酸 -74 和 天 冬 酰胺 -174 相连 :它们 是 酶 催化 功能 的 重要 残 基 。 


图 11.25 丫 肝 提取 的 过 氧化 氢 熏 的 结构 
需要 强调 的 是 其 活 狂 部 位 的 血红 素 基 团 


由 动力 学 研究 建立 起 来 的 醇 催化 机 理 类 似 于 SOD。 过 氧化 氨 的 歧化 作用 发 生 在 两 步 ( 式 
11. 21a Hl 11. 21b); 
EFe' 十 HsO; 一 一 化合物 1 + H;,O (11. 21a) 
化 合 物 1 íH;O;, == EFe' + H,O+0O; (11. 21b) 
明显 地 类 似 于 式 11.18. 在 第 一 步 ,伴随 着 酶 的 氧化 , 底 特 还 原 为 水 .该 氧化 作用 的 产物 "化 合 
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物 1”, 具 有 血红 素 的 氧化 还 原水 平 ,和 细胞 色素 P-450 的 氧化 态 一 致 。 最 好 写作 PFe 一 0 
oxenoid 物种 。 这 并 不 足 为 奇 ,来 自 过 氧化 和 氨 酶 的 “化 合 物 "能 和 过 氧化 分 一 样 氧 化 甲酸 盐 ， 
亚 硝酸 盐 和 乙醇 。 然 后 ,H:O, 氧化 形成 双 氧 和 水 完成 催化 循环 


14e 产生 双 毛 自由 基 的 体系 

在 氧化 还 原 活性 金属 离子 和 双 毛 的 反应 中 ,有 若 平 步 产生 的 活性 物种 含 未 成 对 的 电子。 
特别 是 超 氧 离子 O; MHA Ha OH * ,和 O, 分 子 本 身 一 样 ,它们 都 旦 无 机 的 自由 基 。 这 些 物 
种 均 在 生物 无 机 体系 中 用 到 ,每 一 种 都 兼 有 电子 偶合 和 尖子 转移 化 学 ,以 完成 特殊 的 功能 。 此 
处 仅 讨 论 3 个 实例 以 阐明 共同 的 主题 , 它 联 系 着 这 些 在 生物 无 机 化 学 中 看 来 似乎 不 相干 的 课 
题 。 它 们 是 核 苷 酸 还 原 酶 (ribonucleotide reductase), Pt PP i J HLT 3€ 2 3.25: E (antibiotic 
blecmycin) 和 一 种 用 于 描 模 或 绘制 核酸 结构 图 , 称 为 Fe/EDTA 的 体系 。 

(i) EOS YR ER BS CRF ,该 酶 在 生物 合成 DNA 的 第 一 步 催化 由 核糖 核 若松 转 变 为 脱氧 核 
BIETER GA 11.6). 因此 , 它 是 抗 肿瘤 和 抗 病毒 独 的 一 个 靶子 , 它 的 发 展 对 选择 性 地 抑制 不 健 
康 细胞 组 织 中 的 酶 具有 战略 意义 .例如 , 冶 阁 病毒 的 编码 是 RR 用 以 发 展 疾病 的 基本 依据 ,.RR 
酶 含 两 种 组 分 :一 种 昆 含 金属 的 单元 , 它 的 功能 是 产生 自由 基 ; 另 一 种 则 和 底 物 结合 ,并 通过 移 
EAE 3'-H 原子 引发 的 机 理 催 化 核糖 2 -羟基 的 脱 羟基 作用 。 有 两 类 RR 蛋白 质 , 区 别 在 于 它 
们 产生 自由 基 的 单元 ,一 类 用 辅酶 Bl 作为 辅 因 子 , 它 涉及 的 化 学 将 在 11.5 节 中 较 详 细 地 论 
述 。 另 一 类 会 一 羧基 桥 联 的 双 铁 单元 ,类 似 于 在 Hr A MMO 中 所 发 现 的 。 

HE. 大 肠 杆 菌 而 来 的 RR 含 铁 R2 亚 基 的 结构 示 于 图 11. 15 中 ,使 人 特别 感 兴趣 的 是 ,其 
中 存在 一 :稳定 的 酷 氨 酰 自由 基 , 位 于 距 双 核 1Fe:O(OCR) P 中 心 一 个 铁 原 子 =s5 入 处。 该 中 
性 的 自由 基 在 它 的 蛋白 质 环境 中 相对 稳定 ,并 给 出 特征 的 正 交 EPR HE AED UR UC 
酶 氮 酸 ,经 定点 突变 研究 ,该 酶 失 活 ,证 明 酷 氮 酰 自由 茜 在 催化 机 理 中 的 重要 性 。 

酷 氨 酰 自 由 基 和 酶 的 活性 能 被 加 入 羟 胺 等 试剂 摧毁 ,它们 相当 于 具有 抗 病毒 的 活性 .该 酶 
能 通过 将 双 铁 中 心 还 原 为 FeCI )Fe(CID) 形 和 加 入 双 氧 恢复 活性 。 后 - ,种 反 应 现 被 认为 按 式 
11. 22 的 方式 进行 : 

EFe'Fe' 十 TyrOHO 二 e -十 H+ 一 ~ EFe'! OFe! +Tyr-O * —H;Ü (11. 22) 
该 反应 和 细胞 色素 P-450, MMO 及 过 氧化 氨 的 酶 利用 双 氧 - 铁 化 学 ( 式 11. 11,11. 10 和 图 
11. 12) 间 的 类 似 性 ,证 实 了 电子 转移 和 双 氧 断 型 的 偶合 ,在 生物 无 机 体系 中 能 用 以 产生 在 机 更 
上 重要 的 酷 氨 酰 自 由 基 。 式 11.22 所 表达 的 化 学 内 涵 仍 是 一 个 活跃 的 研究 课题 ,例如 , 式 中 所 
示 的 电子 来 源 至 今 仍 是 一 个 说 。 

Gi) 小 分 子 DNA 断裂 剂 ,争光 孝 素 和 铁 -EDTA。 现 发 现 某 些 产生 自由 基体 系 的 小 分 子 盒 
属 离子 配合 物 能 其 裂 DNA 。 第 一 个 被 广泛 研究 的 这 类 分 子 就 是 天 然 产物 争光 霉 素 , 它 的 结构 
式 示 了 图 3. 23 中 。 在 铁 (1) 和 双 氧 或 铁 () 和 过 氧化 氨 的 存在 下 ,争光 备案 能 促使 单 股 或 双 
股 的 DNA 断 型 。 尽 管 刍 光 霍 素 有 最 著 的 作用 ,但 对 它 的 这 种 铁 配 合 物 的 结构 仍 稍 有 争议 , 昌 
然 金 属 结 合 部 位 看 来 在 分 子 左手 侧 肽 域 而 不 在 双 唆 唑 单元 .关于 活性 ,过 氧化 铁人 ) 或 高 价 物 
种 ,可 能 是 铁 (Y )- 氧 单元 ,能 从 DNA 的 脱氧 核糖 环 上 提取 氨 原 子 。 BS DNA 渐 裂 的 化 学 , 曾 
通过 多 种 适用 于 DNA 自由 基 反 应 的 手段 广泛 而 细致 地 进行 过 研究 。 图 11.26 的 简单 图 解 概 
括 了 某 些 相关 的 反应 。 

羟 自 由 基 在 研究 DNA 和 DNA- 和 蛋白 质 配 合 物 的 结构 性 质 上 也 有 很 大 的 用 处 。 止 如 图 
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图 41.26 FARFAR DNA 的 机 理 图 
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11. 272 Bon Epi EL te URB EGRE pc R BS ^] fr E P. ESE 3 PAE AE Fenton 反应 有 效 地 从 
FeC L2)-EDAT 中 产生 .OH 。 自 由 基 能 扩散 并 从 DNA FEB ARS. EB BI EE SERE a 8 
次 导致 DNA BTR. 现 已 应 用 或 正在 发 展 上 述 这 些 以 及 其 他 的 试剂 , 遂 过 氢 原 子 提取 和 自由 
基 化 学 来 促进 DNA 或 RNA 的 断裂 。 多 种 体系 的 差别 在 于 气 提 取 剂 的 不 同 , 可 能 是 “个 金属 
配合 物 , 它 通 常 和 DNA 键 台 (如 在 争光 霉 素 中 那样 ) ,或 一 个 能 自由 扩散 的 物种 如 状 自 由 基 ， 


dg kamas Fe(ll EDTA) 
FUA LAB ua ` Fe(ill) (EDTA) OH" + OH- 
E 11.27 Fenton 反应 
根 离子 


其 中 亚 铁 离子 和 过 氢化 和 氨 反 应 庆生 产 基 自由 共 科 氧气 
(还 原 剂 ,如 抗坏血酸 的 存在 ,能 催化 反应 的 进行 


11.5 与 辅酶 B,; 相 关 的 反应 


有 机 金属 化 合 物 被 定义 为 存在 金属 - 碳 键 。 无 机 化 学 家 对 这 类 化 合 物 讼 感 兴 超 ,向 有 这 类 
化 合 物 在 有 机 合成 和 催化 中 的 重要 性 与 日 俱 增 , 然而 ,在 生物 体系 中 己 知 的 实例 却 很 少 。 个 
著名 的 例外 是 维生素 Bi;, 它 是 许多 酶 众 化 转移 所 必需 的 辅酶 。 上 十 要 的 功能 单元 是 Co 一 C BE, 
当 发 生 这 些 反 应 时 , CoC 键 断 裂 。 这 个 其 有 里 程 碑 意义 的 化 合 物 在 许多 研究 领域 中 起 着 重 
要 的 作用 ,而 有 继续 成 为 研究 的 谍 题 。 把 它 包括 在 这 一 章 里 ,是 由 二 自然 界 用 以 产生 在 基 财 转 
移 反 应 中 所 必需 的 自由 基 , 而 基 团 转移 反应 又 和 金属 * 双 氧 反 应 类 似 。 CoC RSA E 
B HE, 和 Bis 及 Fe/O, 二 者 相关 的 核 苷 酸 还 原 酶 的 存在 , 怡 好 说 明了 和 这 些 功 能 相关 的 生物 
无 机 体系 间 的 天 然 联 系 。 


11.5.a 历史 的 回顾 

1926 年 发 现 患 亚 性 贫血 症 药 病人 能 通过 大量 食用 肝 得 以 有 效 地 洛 疗 ,其 肝 中 提纯 的 这 种 
活性 组 分 是 一 种 钴 的 配合 物 ,近似 的 经 验 式 为 Cu Hamas Ni O4 PCO. 该 化 合 物 的 结 邮 虽 
适宜 二 进行 XX 射线 入 射 分 析 , 但 在 那 时 (1948 FE) ARRE a A a j a 
尽管 综 台 运用 了 化 学 和 晶体 学 的 方法 ,但 则 到 1956 52 WEE ENR PIS. 6 
中 , 分 子 的 中 心 合 一 否 啉 环 THERA AE HK IC, 咕 啉 环 类 做 于 先前 讨论 过 的 血红 
AEH nga mss CET 1.38 1.6 及 第 3 80 Hb — 4 CR FU A.D FRE LED ni nk H: 
A Se AY RAE TT tk Wk FA BY SURE UR £ PEE T SP BB BY t POETE sp? ZR Tk F St TET E 
Fl GARSON DAT sp? eH SP. RES SB A TEH b, MÈ 
4E EB AURORE ALA 9 4, TERRE UD TR BO. SERRE 4 个 
^ [EE B3 BL 8 Pc Eu s A RK — T ER IPRA f OAT RB Zú Bn 
衍生 物 中 RARE. GE E DE TEM XE HL ROSE A shi RE A HJ TERA 
F. Hage EH] a UB Je E EE BALADE, CR Tr eB. 
fie rp BAPAAD S BESEREPAE ,如 图 1.6 所 示 . 该 化 合 物 的 结构 于 1962 年 确立 。 
此 下 裤 念 属 化 合 物 有 一 金属 -烃基 键 , Co 一 C IIO 0540.05) 3, Co -C—C ferr 130°, 

辅酶 Bi; 的 生物 合成 是 通过 还 原 Col í ) 的 维生素 衍生 物 经 CoCTO eB Col 1 ) 的 氧化 
还 原水 平实 现 的 。 在 最 后 的 形式 中 ,金属 中 心 为 富 电 子 型 ,因而 具有 款 核 性 。 已 进攻 ATP 的 
5' 碳 原子 并 取代 二 磷酸 根 形成 Co 一 C 键 。 KEN HS FRR TOM ARM. BE E 
EDS, BEEŽ EER B): 功 能 中 利用 冤 重 钴 氧化 态 的 重要 性 ,并 和 本 章 前 书 述 及 
的 铁 的 氧化 还 原 化 学 县 有 明显 的 类 似 侍 。 


11.5.b 酶 催化 反应 和 催化 机 理 

革 些 与 辅酶 B, 相 关 的 酶 俱 北 反应 示 于 图 11. 28 F, mE H ERE Bi 促进 的 反应 才 真 正 
购 成 氧化 还 原 化 学 , 例 刀 ,将 核糖 核 在 还 原 为 脱氧 核糖 核 音 一 梧 酸 盐 ,有些 则 为 简单 的 量 排 , 式 
11.23 表示 了 一 般 的 形式 : 


` 4 `. ^ 
C —Cy -— Ci—Cs (11. 23) 
pe ` A ` 
X H H x 
出 式 11.23 THR ee 9&6 C1, 2- RR REX PAL Ha 
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H o CH, O 


HOOC—C—CH,—C—SCoA 一 二 HOOC—CH—C—8CoA aR- 
H CoA 88 
H CH, 
HOOC — C CH, GH COCH === HOOG CH—CH— COOH eee 
H NH; NH; 
T i 
“HO = 
CH GHG —OH ==> CH, -CH,—0—0H = 6H,—0H,— CH 二 醇 脱 水 本 
OH H H 
H NH, D 
CH,—C—OH = | CH l on | => cn l 
| ” a— CH eB EE A 
NH, H H 
H 
CH,—C--CH,-—— CH—CH,—6COOH — CH, cH CH. GH CH,—COOH L-p- Wi aa Neo Py RE 
NH, H NH; NH, NH; 
PII PIT 
o—P—P—P—OcH, , LE) O—P~P—P—OCH, o uin 
J d à . Ó 4 4 ÉE; H TRO B 
ERILE) 
HO — OH HO H 


图 11.28 与 辅酶 Ba 相关 的 酶 催化 反应 


相互 交换 . 图 11.29 表示 了 这 种 重 排 的 机 理 图 示 . 第 一 步 包 含 Co C 键 的 均 裂 形成 一 Cof I ) 


物种 加 上 一 个 脱 筑 腺 背 自 由 基 . 访 自由 其 从 底 物 提取 一 个 氨 原 子 形成 底 物 自由 基 ,然后 再 ; 


进行 


3 HE, 这 一 步 有 许多 可 能 的 机 理 , 不 同 的 机 埋 适 用 于 不 同 的 酶 催化 反应 。 这 种 可 能 性 包括 


自由 


基 直接 重 排 形成 产物 :电子 由 自由 基 转 移 到 钴 中 心 ,产生 Cof( 1 物种 和 一 底 物 的 碳 阳 离子 , 然 


AdCH;B, 


11.29 发 生 在 许多 由 辅酶 B, 激 活 的 酶 中 心 的 1,2- 变 位 机 理 图 示 
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后 重 排 ;电子 由 钻 转 移 到 底 物 的 自由 基 上 ,形成 一 Coo) £y BURIT SPD P EH BET IRI PESE 
排 ; 或 底 物 的 自由 基 和 和 辕 偶 合 , 形 成 额外 的 有 机 金属 物种 , 它 是 重 排 的 中 间 体 .但 不 管 重 排 步 详 
细 的 中 间 这 程 如 何 ,产生 的 自由 基 必 须 使 队 诡 物 提 取 的 氨 原 子 脱 离 脱 氧 腺 并 部 分 ,提供 给 产 
物 , 并 重 靳 产生 起 始 药 脱氧 腺 背 自 由 基 , 产 物 的 释放 和 底 物 的 结合 人 允许 链 反 应 继续 而 无 须 表 附 
加 起 始 的 Co 一 C 键 的 断裂 。 

大 其 的 证 据 支 持 上 可 图 解 。 自 由 基 中 间 体 ,一 个 低 自 旋 dCo( 1 了) 配合 物 和 一 个 磋 基 自由 
OB Biot EPR 谱 观 测 到 ,此 外 ,它们 雌 成 的 速率 在 动力 学 上 与 睡 催化 过 程 的 总 速率 一 致 , 
在 -组 系列 的 实验 中 ,一 份 二 醇 脱 水 酶 如 上 五 等 份 的 辅酶 Bl 和 1,2- 丙 汪 醇 混合 ,在 10 ms 内 
将 试 样 置 于 一 140*C p LUE HS HR, IRE EPR 谱 ( 图 11.30) 基 本 上 和 酶 .辅酶 和 底 物 混合 


| 10 ms 


| l L l 1 
2900 2000 — 3100 3200 — 3300 3400 — 5500 
场 台 /Gs 
图 11. 30 当 二 醇 脱水 醇和 五 等 份 的 辅酶 B, 置 于 1.2- 丙 二 宜 中 得 到 的 电子 顺 磁 共 振 信号 
itis EB T Ree RE A HA [3] J.E.Valinsky et al. , 

Journal of the American Chemical Society 96, 4709~ 4716 (19742] 


物 的 EPR 谱 等 同 ,然后 让 它们 反应 15s. HR, 63 ms HPE I Ë BH AES P EREE 
应 的 总 速率 快 2 一 3 倍 。 谱 的 双重 积分 表明 ,每 摩尔 酶 的 总 自 旋 为 1, 2, 和 有 效 的 转变 为 
Co( 了) 十 RR， 形 相 符 , 说 明 有 两 个 自由 和 白 旋 的 单 体 。 脱氧 腺 童 自由 基 中 间 体 进一步 为 同位 素 标 
记 研 究 所 证 实 。 辅 盯 Bu 由 亚 币 基 和 钼 键 合 来 制备 ,而 钴 用 单个 的 侯 原 子 非 立体 有 选择 的 标记 ， 
绰 该 标记 的 辅酶 和 二 醇 脱 水 酶 反应 ,结果 显示 所 有 的 扎 均 转移 到 产物 丙 醛 十。 

上 述 结果 表明 , 氢 非 立体 在 选 择 的 转移 到 产物 上 .因此 ,在 催化 过 程 中 ,这 两 个 亚 甲 基 上 的 
s i ruo A LS SRN , 若 在 Co CH, RAR ,脱氧 腺 昔 自 由 基 从 底 物 上 提取 一 氢 原 子 ， 
并 在 脱氧 聊 区 上 形成 一 和 由 转动 的 甲 基 , 便 和 上 述 事实 取得 一 致 。 


11.5.c 酶 作用 中 的 热力 学 因素 

以 上 讨论 的 数据 表明 ,辅酶 B1; 的 功能 好 似 一 游离 的 自由 基 源 。Co 一 < RUE LIB pk PE EJ 
A p= nS SUR + EL H ERR CoC 1) 咕 啉 配合 物 , 而 且 速 率 与 催化 所 需 的 总 速率 一 致 。 上 述 观测 
推动 了 对 Co—C 键 能 的 强度 以 及 决定 键 能 的 因素 的 研究 , 解 离 强 度 通过 动 少 学 的 方法 按 下 述 
方式 测定 。 考 虑 式 11.24 所 表示 的 路 线 ， 


£ 
Ado-Bi; (Co!) == Ado + Bi (Co) (11. 24) 
-1 


Ado + — Bt HA Ado-B# 


DIREC Co (DH), 为 捕获 剂 ,其 中 DH fX E — BB EAC IA, be v Ee ea 100°C zk rp # iE 
HES, SARAR. SAARE AHERN SESH. AME ARD 一 28. 6 kcal: 
mol, ASt —? cal/ (mol * deg), 综合 上 述 两 个 反应 ,1 和 名 像 是 由 扩散 控制 PR~2 keal/mol 
KEE AH ,把 这 个 结果 用 以 估算 Cot 键 的 能 离 能 , 则 接近 26 kcal/mol, 用 稳定 的 一 氢化 
氮 分 子 在 1,2- 亚 乙 基 二 醇 溶液 中 作为 自由 基 的 阱 ,得 到 的 数值 稍 高 ,为 31, 5 kcal/mol, 

KF RVR BRAN ABBE. G) 它 相 对 是 低 的 ,上 典型 的 C—C 单 键 的 解 离 能 为 80 一 90 
kcal/mol, Gi) 车 无 其 他 的 影响 ,用 于 催化 反应 它 仍然 太 高 ,例如 ,削弱 Cot 键 附 加 的 内 素 
是 辅 酶 和 酶 之 间 的 作用 ,由 实验 测定 的 AH! 和 AS: 的 数值 可 用 以 估算 37°C 时 ACT 的 数值 . 计 
算 的 能 量 为 28~30 kcal/mol, 相 应 于 速率 常数 二 10 710 3s"), BB, Bu KS CREEK 
提高 到 接近 10 s-'。 因 此 ,和 辅酶 Bs 结合 的 酶 必须 进一步 使 键 的 解 离 能 降低 到 接近 原来 的 一 
半 , 以 便 产 生 的 自由 基 源 能 在 实用 的 速率 中 送 作 . 

至 少 有 两 种 降低 解 离 能 的 机 理 似 有 道理 ,并 已 在 一 定 程 度 上 用 横 型 体系 进行 过 试验 

第 一 种 机 理 洛 轴 向 配 体 的 电子 影响 OR kee E En tE. h TRI 
解 离 伴随 着 钴 中 心 由 Co( ) 到 CofIT) 的 还 原 , 可 以 预期 , 轴 向 配 体 给 电子 能 力 ( 碱 性 ?的 作 低 
应 能 稳定 CoC 0 ) 形 塞 , 从 而 便 键 的 解 离 能 降低 . 如 上 所 述 , 此 概念 莹 用 电子 等 同 空间 位 阻 的 吡 
ERRIA TMEO ARAA ARE. 结果 ,观测 到 吡 蛇 配 体 的 pK, 和 从 动力 学 上 测定 
的 键 的 解 离 能 间 呈 线性 关系 。 

第 二 种 能 影响 Co 一 C 键 强 的 因素 是 喇 啉 环 各 脱氧 逐 蔡 单元 间 的 空间 相互 作用 ,正如 当初 
在 测定 辅酶 Bs 结构 时 就 已 经 注意 到 的 , Co—C—C MPRA AE 109. 5°, 审视 辅酶 的 结构 让 
实 了 脱氧 腺 昔 基 、 咕 啉 环 及 其 取代 基 间 存在 某 些 密切 的 联系 。 其 结果 提出 了 一 种 机 理 , 即 酶 能 
削弱 Co 一 C 键 。 通 过 顺 啉 环 适 当 的 变形 , 环 取 代 基 和 脱氧 腺 昔 基 间 能 引入 空间 的 相互 作 果 ， 
并 导致 辅酶 的 扭曲 ,可 以 认为 这 是 由 于 Co 一 C 键 的 断裂 所 致 。 这 种 空间 相互 作用 所 引起 的 后 
果 也 已 经 通过 二 丁 生 醒 膨 合 外 模型 体系 和 以 不 辐 的 琐 腾 作 轴 向 配 体 进行 过 探索 ,此 外 ,还 用 儿 
的 入 乙 基 叶 啉 衍生 物 进行 过 对 照 研究 ,得 到 某 些 有 意思 的 结果 ,正如 图 11. 31 所 表示 的 本 一 酮 
膨 配 合 物 , 它 的 键 解 离 能 和 腾 配 体 的 立体 性 质 极 共 相符 ,这 晨 从 测定 的 锥 体 角 的 意义 上 而 不 是 
从 它们 的 大 性 上 讲 的 ,因此 ,一 个 天 的 但 碱 性 很 强 的 腾 , 如 三 环 已 基 腾 构成 的 配合 物 , 它 的 键 解 
S EADIE AE ARMER A Z ERPI E A , 键 解 离 能 和 胜 的 碱 性 很 符合 ,而 不 是 和 它 的 立体 
参数 相符 (图 11.31). 


PORE), 


P("Bu); 


PRÉ] pG 


PTE), 
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A 11.31. Co -C GEBUREZERBEXO pK, ñ CER p RPMBOUE A SRE 
LA PAN T — BR S & ph EAN er bi, F TI BE IE E] 392 +H SN ZS ET AE 35 
LS[|B M. K. Geno and J. Halpern, Journal of the American Chemical Society 109, 1238~ 1240 (19872] 


EE AUR T REX DAT PR B A ECRIRE RETE. — T —BBJ E G YES SEU TE EC UP MERO E 
物 的 强 ,因此 , 当 它 和 一 个 有 空间 要 求 的 轴 向 配 体 结合 时 ,就 能 传递 到 配 位 于 赤 道 面 另 一 侧 的 
iE DL. HERR RAYS A E Se EE . ERR PERS RTE. XX E HE Hh 
TAE Oy FRE BR PE PROC HE bi AE TTR- FL H 35 S£ 3 39), 

最 后 ,我 们 回 到 重 排 过 程 本 身 。 如 同 许多 反应 一 样 , 和 辅酶 Bi: 相 关 的 转移 反应 的 细节 很 难 
彻底 阐明 .对 多 种 酶 立体 化 学 的 研究 证 实 重 排行 为 涉及 的 面 很 广 , 从 而 需要 用 模型 体系 来 验证 
某 些 假 设 机 理 的 化 学 和 动力 学 的 可 行 性 ,例如 ,已 经 制备 出 某 些 设想 的 有 机 金属 中 间 体 的 类 似 


物 并 进行 了 研究 ,该 中 间 体 由 


最 初 形成 的 自 F 


H 基 和 二 醇 脱 水 酶 的 Cot I) 中 心 通过 偶合 形成 。 


这 些 配合 物 并 没有 发 生 藉 期 的 化 学 ,但 它们 实际 上 确切 地 代表 了 酶 俱 化 过 程 的 中 间 体 。 相 反 ， 
解析 各 别 产 生 的 自由 基 物 种 的 化 学 , 即 对 应 上 和 甲 基 丙 二 酸 甲 酰 -CoA 变 位 莓 反应 可 能 的 中 间 
fk ,表明 它们 确实 在 所 要 求 的 速率 附近 发 生 了 适当 的 重 排 。 

今后 有 关 的 化 学 和 酶 催化 的 研究 需 进一步 巩固 和 延伸 ,但 有 一 点 似乎 已 经 清楚 , 即 作为 酶 


的 辅酶 Bi 中 销 的 基本 功能 是 为 自 8 


化 中 心 。 
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基 的 存储 和 释放 提供 一 个 场所 ,三 不 是 作为 次 物 重 排 的 俊 


3 a 


1， 正 如 本章 所 指出 的 ,许多 Col LOLS. MA Co CN) 和 ,反应 ,产生 双核 形 配 合 
39 (CNX Co 一 上 站， Co (CN), >. 尽管 原料 是 顺 磁 性 的 ,而 产物 却 是 反 磁 性 的 试 给 出 产物 的 电子 结构 


CUE), die d BE OB e EE? 


2. MEER P-450 被 视 为 氧化 酶 ,在 每 一 个 催化 循环 中 ,它们 均 消 耗 一 份 等 量 的 还 捧 剂 NADH。 为 什么 


需要 NADH? 在 总 的 反应 中 哪 -- 个 原子 在 形式 被 还 原 ? 


3. 是 否 可 能 产 竺 超 氧 化 物 战 化 酶 衍生 物 在 所 有 的 金属 位 家 上 均 为 铜 ( 铜 取代 了 锌 ) ,或 在 


E 所 有 的 金属 位 


EA PRE PD? 你 能 预示 这 些 衡 生物 中 的 哪 - :个 具有 活性 吗 ? 你 能 狐 示 这 两 种 衍生 物 的 政 


tiia frr 2 


4. E SAH BJ MS BEF A CR SOE Eu #B F 8 SE (EARS). FRE. EA E iR HA CRSO o E 


3E y E RA ak GLACE D] Sei AAR, IAdEIB DXRXESUDS STRE. 
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第 12 章 金属 性 质 对 蛋白 质 特 定 功能 的 调控 


12.1 基本 概念 

12.2 和 蛋白 质 侧 链 对 功能 的 调控 ;开放 配 位 位 点 
12.3 配 体 类 型 对 功能 的 调控 

12.4 配 位 位 点 几何 构 型 对 功能 的 调控 : 铜 蓝 和 蛋白 
12.5 间接 因素 对 功能 的 调控 

12.6 底 物 特异 性 

12.7 REHE 
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数 的 变化 可 肝 以 调控 电子 的 转移 . 底 物 的 激活 及 配 体 的 结 台 状态 。 通 过 对 提花 酸 负 链 给 体 原 子 
的 选择 ,或 配 位 构象 的 扭曲 ,或 更 间接 地 调节 欧 水 性 、 气 键 及 活性 部 位 的 局 部 介 电 常数, 使 氟 人 
还 原 电 位 得 以 被 调节 .对 电子 转移 的 调控 可 以 通过 与 底 物 结合 获得 ,而 无 需 经 金属 结合 使 活性 
部 位 构象 变化 来 调节 。 由 氨基 酸 促 链 形成 的 " 口 伐 "能 特异 地 转运 反应 物 , 从 而 决定 了 底 物 特 耳 
性 . 含 一 个 以 上 非 肘 基 的 蛋白 质 通 过 多 个 偶合 步 又 从 而 加 速 特 异性 反 占 ,或 使 一 些 难以 进行 的 
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讨论 至 此 ,我 们 已 经 认识 到 金属 离子 可 以 承担 多 项 生物 学 功能 。 本 章 我 们 将 阐明 一 个 重 
要 概念 , 即 根据 其 在 不 同 生物 学 环境 中 的 反应 特性 ,同一 个 金属 单元 可 以 行使 不 同 的 功能 < 
于 金属 蛋白 内 金属 核 的 调节 是 生物 无 机 化 学 中 最 为 有 趣 的 主题 之 一 。 在 电子 传递 反应 中 ,和 蛋 
白质 的 特定 配 体 和 局 部 介质 中 具有 静电 特性 的 非 配 位 氨基 酸 在 金属 氧化 水 平 上 可 对 于 给 定 电 
荷 的 氧化 还 原 电 位 进行 调节 .通过 偶合 多 个 金属 非 肝 基 ,蛋白 可 通过 多 个 环节 以 加 速 特定 的 反 
应 ,或 使 一 些 难 以 进行 的 化 学 反应 得 以 进行 . 对 于 原子 或 基 团 转移 的 反应 , 金属 酶 的 活性 中 心 
可 以 通过 邻近 蛋白 链 的 折 短 形成 精巧 的 空间 选择 性 , 栈 水 性 、. 亲 水 性 .及 过 淡 态 结构 ,从 而 便 得 
反应 速率 显著 提高 .通过 加 入 不 同 的 金属 离子 到 脱 金 属 蛋白 质 中 ,人 们 发 现 后 据 配 位 位 点 的 金 
属 离子 的 性 质 也 很 重要 。 这 些 性 质 对 于 示 些 致力 于 模拟 简单 暖 促 反应 (如 酯 或 肽 水 解 ) 的 反应 
速率 及 反应 特异 性 的 仿生 化 学 家 来 说 是 必须 熟知 的 。 

个 简单 原理 是 , 酶 与 底 物 结合 可 以 导致 负责 催化 的 金属 离子 活化 ,比如 通过 改变 其 氧化 
还 原 势 等 . 这 种 现象 能 对 多 个 化 学 反应 步 驶 施行 严 客 的 时 序 性 控制 . EE RE 
原 势 的 控制 可 以 避免 过 早 的 电子 转移 .另外 ,金属 位 点 氧 还 势 的 变化 常常 伴随 着 几何 结构 的 重 
排 ,导致 提供 配 位 毛 基 酸 残 基 的 蛋白 链 结构 的 精细 调节 。 这 些 变 化 反 过 来 又 可 以 调节 蛋白 的 其 
他 功能 属性 。 在 多 亚 基 蛋白 中 ,如 应 红 蛋 白 中,O。 与 血红 素 辅 基 络 合 引 起 的 空间 和 电荷 方面 的 
变化 又 影响 着 O, 与 其 他 亚 基 的 结合 ,这 种 行为 是 自然 界 所 设计 的 最 精细 的 生物 无 机 调控 机 
制 之 一 ,为 了 实现 生物 学 上 的 一 些 更 为 困难 的 转化 过 程 ,如 从 氮 到 和 氮 的 六 电子 还 原 及 水 的 四 电 
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以 引起 “ 定 的 微调 (tuning)》, 经 由 多 肽 的 构象 变化 最 终 传 递 到 活性 金属 核心 ， 

生物 无 机 化 学 家 嘻 已 知道 , 重 凡 质 可 以 调节 金属 核心 的 特性 .出 二 已 知 的 含 金 属 的 生物 分 
子 与 其 他 小 分 子 在 光谱 学 及 其 他 一 些 人 性质 上 的 差异 ,在 20 世纪 60 年 代 来 就 有 人 提出 金属 酶 
各 以 表现 一 种 张力 态 lentatic state), 即 一 种 “" 比 传统 意义 上 的 稳定 分 子 更 接近 于 单 分 子 过 更 
ZU. 这 个 观点 激 起 了 许多 探讨 和 研究 , 接 下 来 的 实验 结果 表明 AAPOR IT SE 
后 质 中 存在 无 伸缩 性 的 金属 核心 .但 此 金属 核心 却 不 具有 当时 已 知 的 所 有 的 小 分 子 性 质 , 比 如 
铜 冯 蛋 口 和 转 铁 捍 昌 就 是 其 中 两 个 例子 。 生 物 无 机 化 学 家 合成 的 精确 模拟 模型 显示 一 些 相 对 
简单 的 配 体 可 用 于 再 现 这 些 金属 核心 的 光谱 学 特性 ,及 在 一 些 适 宜 的 环境 下 的 反应 性 。 因 此 ， 
-- 些 重 书 质 尽管 表面 上 符合 上 述 张力 态 的 定义 ,其 中 的 多 数 仍 然 需 要 选择 合适 的 金属 核心 才 
能 完成 所 需 功 能 。 当 金属 核心 可 以 实现 不 止 一 种 功能 时 ,调节 恒 白 质 岂 图 环境 则 可 以 对 其 进行 
必要 的 控制 ， 本章 就 着 眼 于 这 样 的 体系 。 

12.2 蛋白质 侧 链 对 功能 和 的 调控 :开放 配 位 位 点 

香 白 质 对 结 台 的 金属 离子 或 含 金 属 的 辅 基 进行 调控 的 最 基本 的 要 素 之 一 就 是 其 开放 的 配 

位 位 点 数 自 ,限制 游 在 的 蛋白 配 体 的 结合 部 位 可 以 实现 对 配 位 位 点 数 的 控制 。 以 此 方式 ,一 个 


无 机 生物 基 团 ,如 金属 趾 啉 战 铁 硫 艇 ,就 可 以 实现 以 下 两 种 不 同 的 基本 功能 ;作为 一 个 简单 的 
表 苞 电子 载体 ,或 者 作为 -个 底 物 结合 及 潜在 的 激活 位 点 。 本 节 将 讨论 几 个 这 方面 的 例子 。 


12.2.a 血红 蛋白 

在 第 9 章 中 , 我 们 已 经 讨论 了 细胞 色素 ,该 蛋 昌 质 提供 了 两 个 轴 向 的 配 体 ( 一 个 组 氨 酸 
和 一 个 重 氨 酸 ) 来 完成 在 氧化 态 及 还 原 态 铁 中 啉 中 都 存在 的 人 面体 本 位 结构 .细胞 色素 < 显然 
EMEA BATRA ,而 没有 底 物 结 人 台 和 催化 活性 , 另 一 个 类 似 的 例子 是 晴 乳 动物 细胞 色 
Ko, EMS OEA(LA SIDA PRR TEAR PAAR Ae RE RH 
的 一 项 运用 定点 突变 技术 对 会 血红 素 重 白 进行 的 研究 中 ,细胞 色素 b, 中 的 一 个 参与 配 位 的 组 
氨 酸 (His-39) 被 替换 成 了 重 氨 酸 , 希 望 由 此 获得 与 细胞 色素 e 相似 的 金属 被 心 . THRESH 
交游 学 和 上 反应 性 的 夏 究 表明 ,将 换 上 去 的 蛋氨酸 或 者 不 戎 加 与 铁 离子 的 配 位 ,或 者 很 容易 被 其 
他 配 体 所 取代 ， 在 二 价 铁 的 状态 下 ,组 氨 屋 作为 第 六 个 配 体 ,突变 蛋 百 可 以 和 ~- 氧化 碳 形 成 稳 
定 的 配合 物 。 面 在 三 价 铁 的 状态 下 ,突变 蛋白 可 以 催化 依赖 过 氧化 氨 的 二 甲 芋 胺 去 甲 基 北 反 
局 ,该 性 质 是 母体 蛋白 上 所 不 上 共有 的 。 这 些 实验 证 明 , 构 建 一 个 新 的 配 位 位 点 可 对 金属 叶 啉 基 产 
生 巨 大 的 影响 。 用 在 一 个 共 作 为 氧化 还 原 成 员 的 蛋白 质 中 ,血红 素 不 应 该 含有 开放 的 配 位 位 
点 ,因为 伴随 着 握 还 态 的 改变 ,其 结构 变化 会 增 天 配 位 位 点 的 重组 能 ,从 而 抑制 或 者 至 少 延 组 
了 电子 转移 。 反 之 ,对 -个 具有 配 体 结 合 或 催化 功能 的 外 白质 来 讲 ，- 个 开放 的 配 位 位 点 则 是 
必 不 可 少 的 。 


12.2.6 HEA (HR) SAB 
在 第 9 章 中 我 们 也 详细 过 论 了 铁 - 硫 往 在 电子 转运 重 台 中 的 应 用 。 FeS: 和 Fe,S, 基 团 都 
可 以 实现 生物 界 广汉 存在 的 快速 ,可 道 的 氧 还 反应 ,最近 新 发 现 了 一 类 酶 ,其 所 含 的 铁 - 硫 艇 被 
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RiE3E SUE bz SV By ë (LORI FRU A KA KE. x — XE Rep  SE2C4S IS W 
是 铁 - 硫 蛋白 ( 顺 ) 乌 头 酸 酶 (aconitase), 该 蓝 催 化 柠檬 酸 和 异 柠檬 酸 之 间 通 过 中 间 产 物 顺 包头 
酸 盐 (aconitate) 进行 的 立体 异 构 的 相互 转换 。 该 反应 是 三 羧 酸 循 环 中 一 个 重要 的 步 又 ,如 式 
12.1 所 也， 


cCoO | Coo HO COO 
-H,0 _ HO - 
”二 一 一 一 coo coo 
HO | coo HO -HO | (12. 12 
coo” GOO ` 


Tr PE BË Mil - 53 Ret EXE t 


控制 Fes, 中 心 的 反应 性 ( 即 在 电子 传递 或 水 化 /脱水 化 反应 过 程 由) 的 关键 是 Fe,S, 形成 的 铁 
BO AB — T RUE BUS T AMBERG S. 
REXI TR READ 鸟 头 酸 酶 - 异 柠檬 酸 配合 物 和 铁 - 硫 蛋白 ( 顺 ) 乌 头 酸 酶 - 异 梓 榜 酸 
胺 (一 种 抑制 剂 ) 配 合 物 的 X 射线 晶体 结构 分 析 , 为 我 们 提供 了 深入 了 人 解 这 种 催化 机 制 的 机 
Ei HA Fes 核心 的 铁 氧 还 蛋白 不 同 ,在 铁 - 令 蛋白 ( 顺 ) 乌 头 酸 酶 的 铁 硫 立方 体 的 4 j 
中 ,只 有 3 个 与 半 胱 氨 酸 硫 柄 配 位 (图 12. D. 
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在 酶 处 于 静 息 态 下 LIEU BE RET RET SURUOB S T u SCSUS RET EHI ESTER] TA 
氨 酸 残 基 (His-101) 的 氧 键 受 体 和 天 冬 氨 酸 残 基 (Asp-165) 的 电子 供 体 。 与 该 铁 硫 繁 中 其 他 铁 
离子 一 样 ,这 个 铁 离 子 核心 具有 扭曲 的 四 面体 ,四 配 位 结构 , 当 结 合 了 库 物 之 后 , 氨 氧 根 离子 质 
子 化 形成 水 配 体 ,并 且 铁 离子 通过 与 底 物 的 2 个 氧 原子 形成 整合 环 更 配 位 数 变 为 六 。 因 此 , 酶 
系统 就 通过 丝氨酸 -642 PE SEED EB (alkoxide) 对 活化 的 异 柠 榜 酸 CB 一 H 键 的 攻击 ,进而 切断 
Ce OH 键 ,完成 脱水 上 反应。 上述 机 制 的 细节 见 图 12.2 Som. 
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图 12, 2 fei REESE. RARE IS ES SC ER BE (aconitate E (E BAT EET RE 
显示 着 铁 的 配 位 域 关 四 配售 到 六 配 位 的 扩展 


件 ( 顺 ) 乌 头 酸 酶 中 的 具有 催化 活性 的 离子 在 酶 促 钉 环 中 没有 和 氧 还 变化 ,而 且 在 其 他 的 许 
So RAD 于 第 10 章 中 所 述 的 锌 酶 .水 或 氨 氧 根 离子 在 没有 底 物 存在 时 与 金属 结合 。 

合 基 团 ( 此 例 中 即 3 个 组 氮 酸 和 一 个 天 冬 氮 酸 残 基 ) 广 泛 地 用 于 形成 活性 位 点 ,以 结合 和 定 
MARRA REPRESS SRR Jr Ps I f L A= RAFAH BE REEL BS K TR ,经 蛋 
Ej. EXE 34 2 E 8k ERATE FE bs ABC. PASE Wa P= WJ k. E OO SAP PS 
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PERE CEER E E ASP] £ RAC BOM PU Ba o TREIBER INC 1 
BIOS 3 Td FEBR CH B FUNE H ERRE BC u pk qr BÉ bu LULTE XX FB z CS aj ETE SUAE BL 2 
界 为 什么 选择 ( 顺 ? 乌 头 酸 酶 中 铁 硫 中 心 的 一 个 角 的 原因 之 一 。 

最 后 ,回忆 一 下 在 6. 2. b 中 提 到 过 的 离子 应 答 元 素 结合 重 白 CIRE-BP) 便 可 知晓 , 它 就 是 
一 种 胞 质 中 的 ( 顺 ) 乌 头 酸 酶 。 离 词 可逆 地 与 该 蛋 日 的 脱 辅 基 形式 结合 过 程 和 调节 离子 水 平 的 
细胞 机 制 都 进一步 站 明了 通过 蛋白 侧 链 的 选择 来 调控 绰 白 质 功 能 。 如 果 所 有 这 些 活 唉 离子 都 
与 半 胞 氨 酸 以 硫 酯 键 配 位 , 则 IRE-BP 和 ( 顺 ) 乌 头 酸 酶 的 功能 都 不 可 能 实现 。 


12.2.c #38 

如 前 儿 章 中 所 述 ,蛋白 质 中 的 锌 可 能 具有 重要 的 结构 及 催化 功能 .区 别 这 两 种 功能 的 一 个 
主要 特征 是 ,催化 性 的 锌 核心 总 是 存在 … 个 开放 的 配 位 位 点 ,而 结 攀 性 的 核心 却 不 存在 这 样 的 
位 点 。 此 入 ,两 促 类 型 的 锌 核心 在 所 结合 的 配 体 种 类 方面 还 存在 另外 一 些 显 著 的 差别 。 例 如 ， 
在 第 ?7 章 中 我 们 讨论 了 核酸 结合 蛋白 中 的 结构 性 锌 核 具 有 [2n (Cys), J. [Zn (Cys); CHis) ]. 
[Zn(Cys), (His), |Æ [Zn (Cys), ], Tm 10 章 中 我 们 描述 了 上 共有 [Zn (His), (Glu) COH?) J. 
[Zn (His) (OH) J K [ZnCCys?; (His) (OH) IN HHA. Ae A. ART AE 
PU Tr p B v AR gk BA PA, pH FE 3 SE Bu 28 88 B PK FE (PERI Br u 2k AT 
AEX F 4 SER CR RMS SRSA. E Z *HETETEBI EE DOR BERE NEP RT 
配 位 位 点 被 水 或 氨 氧 根 所 占据 ,在 反应 中 直接 起 作用 或 被 底 物 取代 ,或 兼 有 两 种 功能 ， 


12.3 配 体 类 型 对 功能 的 调控 


如 第 3 章 中 所 述 , 许 多 金属 蛋白 的 活 恬 位 点 都 含有 作为 生物 无 机 功能 团 的 金属 与 有 机 畏 
因子 的 配合 物 或 金属 艇 ,这些 基 团 都 是 半 自 主 的 单元 ,其 许多 性 质 都 由 单元 本 身 所 决定 。 另 一 
方面 ,由 二 它们 是 被 蛋白 侧 链 所 提供 的 一 个 或 多 个 与 金属 配 位 的 配 体 固定 在 一 定 的 位 置 上 的 ， 
这 些 配 体 的 存在 担 供 六 “个 途径 来 调控 这 些 基 团 的 性 质 以 锅 化 特定 的 功能 。 


12.3.a 血红 蛋白 

在 第 11 章 中 ,我 们 已 讨论 了 几 种 血红 素 被 单个 的 蛋白 侧 链 配 体 所 配 位 的 例子 ,这 些 便 子 
包括 肌 球 蛋白 ,血红 蛋白 ,细胞 色素 c 过 氧化 酶 (His 作为 配 体 )、 细 胞 色素 P-450、chloro- 过 氧 
化 酶 (Cys TES CAO Dah RUE (Tyr 为 配 体 )。 虽 然 除了 其 轴 向 配 体 不 同 外 ,这 些 蛋 白 还 有 
其 他 许多 不 同 点 ,但 它们 与 轴 河 配 体 的 性 质 密切 相交 ,趋向 于 直接 被 读 位 的 一 个 特征 是 其 二 价 
铁 形 忒 的 稳定 性 。 因 此 ,对 于 肌 球 亿 白 和 血红 各 白 来 讲 ,它们 必须 避免 其 铁 离子 被 氧化 成 热力 
学 稳定 然而 却 是 无 活性 的 二 价 铁 形 式 。 在 此 椒 组 氨 酸 配 体 被 用 于 组 成 中 啉 - 铁 - 轴 向 配 体 结合 
体 , 从 而 使 租 铁 离子 在 十 2 价 时 整个 结合 体 处 于 净 电 茶 为 冷 的 状态 。 对 于 那些 在 静 拒 态 中 铁 离 
了 是 (或 机 理 上 应 该 是 ) 十 3 价 的 酶 , 轴 向 瑟 体 就 是 阳离子 的 酷 毛 酰 或 半 胱 氮 酰 ,此 时 当 铁 离子 
处 于 十 3 价 时 获得 电荷 中 性 。 

我 们 已 经 讨论 过 的 两 个 实验 结果 可 说 明 此 概念 ,一 个 是 通过 使 用 定点 突变 技术 , 肌 球 蛋白 
中 与 铁 离 子 结 合 的 组 氨 酸 被 替换 为 酷 氨 酸 。 突 变 蛋 白 的 光谱 恬 质 符合 酯 氨 酰 与 铁 离 子 配 位 前 
th, RBERARBA MA. ESR PRR 二 氧气 中 的 罕 变 蛋白 被 氧化 为 无 活性 的 三 价 铁 
状态 ñL S ETE BO SL Bu GB 
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男 一 个 例子 是 将 细胞 色素 c PE BUS e ROS EKAR. 对 于 此 蛋白 来 说 ,应 用 
所 谓 “ 半 合成 "Csemisynthosis) 技 术 可 与 定点 突变 获得 相同 的 结果 。 用 演化 氰 处 理 马 心细 胞 色 
# c SPY TE PI fE Met-65 和 Met-80 处 断 链 。 包含 1 一 65 号 氨基 酸 结合 奋 红 素 的 大 片段 就 分 开 
了 ,这 个 断 链 反应 将 Met-65 转化 成 了 高 丝氨酸 内 酯 (homoserine lactone) BE, 分 离 含 血 红 素 
的 大 片段 (aal-aa65) ,与 设计 合成 的 66—104 了 肽 链 连接 ,加 入 肽 链 的 氯 基 打开 aa65 的 乳 酮 环 
而 形成 一 个 新 的 肽 键 。 该 方法 的 具体 流程 见 图 12. 3。 


图 12.3 通过 半 合 成 制备 细胞 色素 c 衍生 物 的 流程 图 
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几 此 我 们 就 得 到 了 Cys 取代 Met 的 突变 蛋白 ,此 突变 蛋白 的 三 价 铁 氧 化 形式 具有 与 含 Fe!' 的 
细胞 色素 P-450 非 党 类似 的 吸收 光谱 性 质 。 但 在 还 原 条 件 下 ,突变 蛋白 的 光谱 性 质 并 不 类 似 还 
原 的 细胞 色 率 P-450, 而 是 与 含 Fe*! 的 细胞 色素 < 类似。 这 说 明 在 还 原 的 突变 蛋白 中 Fe 一 S$ 键 
被 切断 或 质子 化 了 上 了。 突变 香 白 的 还 原 势 为 一 390 mV ,而 天 然 重 白 为 十 262 mV。 还 原 势 的 巨大 
变化 和 Fe 一 S 键 的 不 稳定 性 都 反映 了 血红 素 核心 保持 电 中 性 的 重要 性 ,同时 也 说 明了 轴 向 配 
体 的 改变 对 金属 离子 的 性 质 具 有 显著 的 调控 作用 。 


12.3.b $&-WE RE EJ :Rieske 中 心 

RIER RAS 9 章 中 都 讨论 过 , 铁 - 硫 艇 一 般 通 过 林 端 的 半 胱 氨 酰 配 体 与 蛋白 相连 。 
比如 ,FesS; 类 型 的 核心 就 通过 4 个 半 胱 氨 酰 键 形成 [Fe:S:(S-Cys)] 艇 .这 些 单元 从 含有 2 个 
三 价 猎 离子 的 氧化 态 ( 冰 时 整个 艇 的 净 电 荷 为 一 2 开始 氧 还 反应 ,转变 到 含有 一 个 三 价 狭 离子 
和 :个 二 价 铁 离 子 的 还 原 态 ( 净 电 荷 一 3) ,反应 的 氧 还 势 在 一 0. 23~— 0.45 V 之 间 , 在 线粒体 
和 叶绿体 的 电子 传递 链 中 在 在 一 吉 新 的 中 心 叫做 Rieske 中 心 。 这 种 中 心 具 有 高 得 多 的 氧 还 
势 ,通常 在 一 0, 15 一 二 0.35 允 之 加 ,但 多 数 趋向 于 具有 较 高 的 值 . 尽管 在 氧 还 势 方面 与 其 他 猴 
Hi A BH KA BSI Rieske 中 心 的 光谱 结构 表明 它们 同 举 含 有 FesS 核心 .虽然 至 今 还 设 有 
得 到 过 含 Rieske £87 RA A d t dd [ELS SEDE ERU E EL FR GRE. (Pseudomonas cepacia) 
BJ EAE — ER (phthalate > Bi BY AERAR CRER pa E EUG T ETR. 首先， 
对 特殊 的 *N AUN 标记 的 蛋白 使 用 ENDOR 光谱 技术 显示 ,该 中 心 的 一 个 铁 愿 子 与 两 个 半 肪 
氨 栈 配 位 , 另 一 个 铁 原 子 与 两 个 组 氨 栈 配 位 ,形成 如 图 12.4 所 示 的 结构 。 


图 12.4 通过 组 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 配 位 的 铁 硫 繁 的 Rieske 中 心 结构 


2 AAA EE GE I Rieske 中 心中 的 FeS: 核心 的 高 氧 还 势 , 供 体毛 稳定 了 二 价 铁 , 而 不 
是 氧化 态 的 三 价 铁 ;组 氨 酸 配 位 的 中 心 具有 较 低 的 电荷 ,从 而 进 - - 步 稳定 了 其 低 氧 化 状态 。 系 
HA & 2 P= EE ES Ob Cys) FeS: (His)sj] 兆 电荷 为 0) 还原 为 含 一 个 三 价 铁 和 一 
个 二 价 铁 的 还 原 态 ,导致 整 个 簇 的 净 电 荷 为 -1。 因 此 ,对 血红 素 和 这 些 双 核 铁 硫 中 心 来 说 ,从 
属 配 体 航 选择 提供 了 一 个 对 氧 还 势 进 行 粗 略 调 控 , 从 而 实现 某 些 功能 的 手段 ,精细 调控 二 以 通 
过 其 他 的 一 些 插 段 获 得 ,我 们 将 在 后 面 章 节 中 讲述 ， 
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12.4 配 位 位 点 几何 构 型 对 功能 的 调控 : 铜 蓝 蛋 日 


TRY iX m 


FJ. RAPS Th BLA ER ER T = 


PRE. BERNT 83:43] B) B. x Fh3 |, Bë 09 AFTRA dk E 
cyanin), AU Bii Pra ,早先 铜 蓝 量 白 被 认为 是 张力 态 (entatic state) 的 一 个 例子 ,这 是 


a 体 选择 外 ,蛋白 在 某 种 程度 上 还 可 以 岂 定 配 位 位 点 的 立体 结 
芒 离 子 配 位 的 影响 外 ,还 要 有 其 他 的 结构 成 分 使 得 重 当 框架 足 
H BJ RC ik E (plasto- 


因为 它 具 有 


与 任何 简单 舍 铜 复合 体 所 不 同 的 EPR 和 可 见 光 详 特 性 。 然 而 后 来 发 现 ( 如 9. 1. b 节 中 所 述 )， 


ES 12.5 铀 蓝 蛋白 质 体 蓝 索 活性 位 点 的 结构 


氧化 态 (左上 ) ,还 | 


MAC RD ABER ACA FOL Hgc o 衍生 态 ( 右 下 》 


VEZ ED ae H F Ar A ERAS Cu MERA. SoU, S^ EXE 
Sef AAA TL VILE BLUE AEAEE ontatic d. SAARA Cut" BE 
合体 共有 正方 形 结构 ,而 相应 的 Cot EG RUE P E A ES RIS eS E 
转化 的 氧 还 反应 的 讨 滤 态 就 应 该 具有 -一 和 中 间 结 构 , 从 而 避免 因为 明显 的 结构 变化 延缓 了 可 
着 的 电子 转移 反应 速率 .但 是 对 氧化 态 和 还 原 态 的 质 体 蓝 素 结构 进行 分 析 , 结 果 表 明 伴随 着 氧 
还 反 诬 事实 上 只 有 极 小 的 结构 变化 ,正如 我 们 在 第 9 章 中 讨论 过 的 一 拌 , 它 的 氧化 态 和 还 原 态 
部 具有 一 种 扭曲 的 结构 

这 个 发 现 可 以 有 两 种 解释 ， 一 种 可 能 是 ,在 这 样 一 套 配 体 环境 里, 铜 离子 实际 上 在 两 种 氧 
化 念 下 都 趋向 于 这 样 一 种 中 间 结 构 . 但 这 种 解释 很 难得 到 直接 的 实 恰 证 实 ,内 为 硫 酯 很 容易 氧 
化 ,我 们 很 难得 到 无 构象 限制 的 配合 物 。 另 一 种 解释 是 ,蛋白 的 购 象 限制 使 金属 配合 物 具 有 这 
种 结构 .有 实验 结果 很 支持 这 种 假设 AEE ARREARS E E JLE E RER A 
构 , 如 图 12.5 所 示 . 因此 , 质 体 蓝 素 的 配 们 结构 很 可 能 是 由 蛋白 所 决定 。 这 种 对 铜 配 位 位 点 的 
主体 结构 进行 的 调控 可 以 减 小 氧 还 反应 的 结构 重组 能 ,并 优化 蛋白 的 生物 学 功能 。 


12.5 间接 因素 对 功能 的 调控 


以 上 的 例子 明示 了 与 金属 离子 直接 结合 的 配 体 如 何 被 用 来 调控 蛋白 的 氧 还 性 和 配 位 性 
质 , 然 而 ,对 许多 系统 来 讲 , 金 属 中 心 的 组 成 和 立体 结构 及 其 蛋白 衍生 出 的 配 体 具有 同一 性 ,但 
其 功能 可 有 很 大 的 不 同 。 此 时 , 折 亚 的 蛋白 链 的 其 他 一 些 属性 起 着 调控 金属 核心 的 功能 ,从 而 
使 之 有 效 地 完成 应 有 的 生 攀 学 功能 . 


12.5.a [Fe,S,(Cys), PO: iK hc S ER ERR 
Xx REIHE BS— Te A ERE) PL E EX - ERE . 3 BS BJ ER RUE ERE EI US 52 w E CH 3585 
# PET = — 400 mV), £A ni je 9 BE Ek S H Chigh-potential iron proteins, HiPIP) 的 氧 还 势 
HE B (=~ +350 mV)。 早 期 的 晶体 结构 分 析 表 明 , 这 两 种 蛋白 都 含有 [FesS,(Cys)j 核 心 
“ 风 第 5 章 , 第 9 章 )。 这 个 发 现 显 然 带 来 一 个 蚀 盾 ;为 何 两 入 其 有 同样 活性 中 心 的 僻 白 却 有 如 
此 不 同 的 氧 还 势 ? 经 过 比较 这 两 种 代 白 与 一 些 已 知 结构 蛋白 的 光谱 学 性 质 发 现 , 两 种 蛋白 使 用 
了 不 同 的 所 还 对 ,如 反应 式 12.2 所 示 ， 
FeS (Cys 2,5 — Fe,S (Cys) == FeS Cys), (12, 2) 
CER RC TR LL D (高 势能 铁 蛋 和 白 】 

尽管 这 个 发 现 可 以 解释 为 何 两 种 有 相同 活性 中 心 的 蛋白 氧 还 势 相 差 750 mV ,但 它 却 不 能 解 
ex SPE BJ SE ELA fT EIS PI TL RE BB, X eB PE 2348 ERS 

PUO BrRBSPREDE YI s IH] ed, MORE x RT RE TASSE AMS JP UL E APRS 
对 。 


ERM RFE VARA Stoke ek NH 一 S$ 氢 键 的 数 日 。 芯 水 性 的 环境 适应 稍 高 
电荷 的 中 心 LFeiSCCys) ,因而 支持 HiPIP 氧 还 对 。 反之 , 肘 NH--S( 硫 化 物 或 半 胱 氨 酰 ) 氢 
键 可 以 帮助 中 和 金属 核心 带 的 负电 荷 ( 网 8. 2 节 ), 这 种 作用 对 于 往 的 较 多 负 中 疝 形 成 以 帮助 
稳定 还 点 性 铁 气 还 重 白 来 说 很 重 昌 . 以 上 这 些 推论 与 观察 的 结构 差 异 非常 符合 , 铁 筑 还 电 和 白 中 
坏 境 的 疏水 性 较 低 ,金属 核心 更 多 暴露 在 深 滚 中 。 另 外 ,这 些 位 点 中 每 个 簇 分 别 含 有 8 一 5 个 
NH -S 氧 键 , 而 HiPIP 只 有 5 个 。 细 菌 铁 氧 还 蛋白 中 的 一 个 金属 笠 的 氢 键 分 布 如 图 12. 6 所 
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zs. BATE RO Sl BEA AAT EE EP BE AE, CLER BH T BJ EE X ECC E A A TS SOT 2 
使 氧 还 对 到 达 特 定 区 域 ,使 蛋白 在 一 定 的 生理 条 件 下 能 有 效 完 成 电子 转移 的 功能 ， 


12.6 MEON- KEAMER NH SHAS 


i2.5.b 细胞 色素 中 的 静电 势 

在 第 9 章 中 我 们 已 经 知道 ,蛋白 中 金属 核心 的 氧 还 势 极 大 地 依赖 于 配 体 的 组 成 及 质子 化 
TRS, APART RAM ARE HLH BPR RRR AEM RA OH, RAK 
基 电 荷 与 金属 核心 电荷 的 相互 作用 符合 库仑 定律 :电荷 相互 作用 能 与 氧 还 中 心 到 电荷 基 团 间 
距离 或 反比 ,与 基质 的 有 效 介 电 常 数 成 正比 . SP ASE, OR 
没有 水 深 液 的 高 介 电 常 数 的 屏蔽 ,表面 电荷 的 调控 效应 将 会 非常 巨大 。 由 于 有 水 的 影响 ,静电 
热 效 谈 远 小 于 前 面 讨论 的 与 金属 直接 结合 的 配 体 的 效应 ,但 它 仍然 在 还 配 2 个 电子 转移 蛋白 
的 反应 势 的 精细 调控 中 起 着 重要 的 作用 。 

用 遗传 学 改造 过 的 哺乳 类 细胞 色素 b 证 明 带 电 基 团 在 对 毛 还 热 的 调控 中 起 的 作用 . 玫 半 
胱 氨 酸 修饰 过 的 金 电 极 测 量 野 生 型 蛋白 和 一 系列 突变 蛋白 的 氧 还 势 , 突 变 体 包 括 谷 毛 酰 胺 取 
代 人 省 氨 梭 ,天 冬 酰胺 取代 天 冬 氮 酸 , 及 其 他 一 些 中 和 酸性 氨基 酸 的 突变 。 对 和 牛 型 蛋白 对 NHE 
HEUER E- 7 mV ,突变 体 的 氧 还 热 从 一 13 mY (一 种 Ser-Asp 突变 ) 到 十 13 mV CB — d: Re 
性 氨基 酸 的 三 突变 体 )。 以 计算 机 蛋 当 晶体 模型 为 基础 ,假设 周围 的 洲 剂 分 别 有 高 介 电 常数 
(a 一 80) 或 低 介 电 常 数 (e 一 2~4), 对 所 得 的 数据 进行 拟 合 ,如 图 12.7 所 示 。 拟 合 的 精确 性 说 
明 , 上 表面 电荷 可 以 道 过 这 种 静电 机 制 来 有 效 地 实现 对 所 还 势 的 调控 . 
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AE" 计算 /mV 


一 5 p 5 10 15 26 25 30 
AEM qus i mV 
12.7  SESEBSÉBE EE 32 b, RE 8938 3:635 5 E ABI E E I e) JrEB AARE 
数据 的 线 首 拟 合 提示 介 电 常数 在 2 一 4 范围 内 实验 结果 基 佳 [ EK. K. Rodgers and 
S.G. Sligar. Journal of the American Chemical Society 113, 94199421 (109117 


12.6 底 物 特异 性 


以 上 的 讨论 阐明 了 金属 位 点 本 身 如 何 被 润 控 以 获得 一 定 的 功能 。 轨 一 种 水 平 的 调控 并 不 
影响 金属 高 了 本 身 ,而 是 调节 了 金属 蛋白 与 其 他 分 子 的 相互 作用 .这 ~ 特点 使 得 由 相同 金属 位 
点 和 配 体 构成 的 活性 位 点 具有 不 同 的 功能 。 “个 最 好 的 例子 就 是 金属 蛋白 酶 对 其 底 物 的 特异 
性 ,在 此 ,会 有 同样 金属 核心 的 不 同 的 酶 可 以 结合 和 转化 不 同 的 底 物 ,从 而 实现 木 同 的 功能 。 


12.6.a BAB 

在 第 10 章 中 ,我 们 已 经 看 到 了 含 锌 的 敌 肪 酶 A 和 嗜 热 菌 蛋白 酶 (thermolysiny 有 具有 极为 
柑 似 的 活性 位 点 ,尽管 这 两 种 酶 在 结构 和 进化 上 部 毫 无 关联 。 吨 外 ,这 两 种 酶 催化 不 同 底 物 的 
JK AE PRR A 是 一 种 外 肘 酶 ,从 肽 链 C 末端 切断 肽 键 RB AC 术 端 残 基 是 芳香 族 氮 基 酸 或 
天 的 疏水 性 气 基 酸 如 某 再 氨 酸 或 亮 氨 酸 时 活性 最 强 .而 嗜 热 菌 蛋 白 酶 是 - CRPTALRA E M ERA 
dich i] DET HC E ,对 切除 位 点 两 端的 残 基 有 不 同 程度 的 特异 性 。 

这 两 种 蛋白 的 晶体 结构 解释 了 它们 各 自 的 特异 性 如 何 构成 .对 送 驮 入 A 来 说 ,从 Arg- 145 
开始 的 一 些 带 正 电荷 侧 链 的 残 基 形 成 末端 效 基 乡 台 的 口袋 ( 图 10.2). ASP. ERA PRK 
性 的 结合 末端 残雪 侧 链 的 结合 口 找 ,所 以 送 基 酶 A MRK ARBRE ENE. AO 
面 , 嗜 热 菌 蛋白 酶 具有 -- 个 在 前 切 位 点 券 延伸 几 个 葡 基 的 结合 口 禾 。 用 一 系列 含有 

Gl. [eu 一 X (FR RAS AD 
序列 的 抑制 剂 进 行 结合 实验 表明 , 当 义 =]eu 时 的 结合 能 力 比 义 二 一 NH; 时 的 强 2 PAIR, 

5—^4 WEB EE B IKE, BES RAKES A 高 度 同 源 ( 氨 基 艇 序列 同 源 人 性 约 50%， 
四 级 结构 十 分 相似 ), 然 电动 有 不 同 的 底 物 桂 异性 。 送 肽 酶 日 对 本 端 碱 性 氨基 酸 共 有 特异 性 ， 
而 不 是 次 肘 酶 A 的 朴 水 性 氨基 本 .此 差异 可 以 用 结构 比较 来 解释 ,在 羧基 酶 B rh A REI 
BE A 的 芯 水 性 口袋 的 中 心 位 置 处 是 Asp-255( 图 12. 8 所 示 ) ,该 残 基 可 能 与 正 电荷 侧 链 作用 ， 
LJ Bn toi dr EE P oa rel c. 
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图 12.83 ARB 结 枚 的 活性 中 心 显 示 对 Asp-255 位 的 
残 基 导 致 相 邻 的 碱 性 氨基 酸 状 链 的 切割 堪 向 


12.6.b WEER P-450 

活性 中 心底 物 特异 性 调节 的 另 一 个 例子 是 细胞 色素 P-450。 如 第 1] 党 所 述 , 该 酶 催化 一 
系列 的 疏水 性 底 物 的 水 化 。 该 酶 家 族 成 员 众多 ,已 发 现 50 多 种 序列 。 据 估计 人 的 基因 组 中 有 有 
太 约 100 一 200 不 同 的 P-450 酶 。 已 知 一 种 来 源 于 细菌 的 水 化 樟脑 (camphor) 的 细胞 色 玄 
P.450 的 晴 体 结构 .哺乳 劲 物 中 该 酶 一 般 是 结合 于 膜 上 的 ,所 以 很 难 纯化 和 结晶 .序列 比较 分 析 
表明 ,哺乳 动物 酶 与 细菌 酶 具有 相同 的 基本 结构 ,只 是 在 氨基 末端 多 出 来 了 一 段 与 膜 结 合 有 关 
的 序列 。 但 在 细节 上 ,该 酶 家 族 成 员 的 序列 仍 丰 很 大 的 不 同 . 这 种 不 同 使 得 保守 的 铁 叶 啉 众 化 
位 点 周围 的 底 物 结合 位 点 呈现 多 样 性 ,从 而 每 一 种 酶 都 能 催化 其 自己 的 一 上 位 特异 性 底 物 ,人 人 们 
正在 进行 大 其 的 研究 以 试图 查 明 氢 基 酸 序列 .结合 位 点 结构 以 及 底 特 特 异性 之 癌 的 关系 。 

根据 已 知 的 樟脑 酶 的 结构 ， 一 些 被 认为 在 诀 定 底 物 特 异性 时 起 关键 作用 的 残 基 位 点 如 
图 12. 9 所 示 。 如 果 P-450 控制 底 物 特异 性 的 机 制 能 被 查 明 , 蛋 白质 上 各 学 家 就 有 可 能 设计 全 
成 出 高 区 域 选择 性 地 乞 化 磋 水 化 合 物 的 酶 。 
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图 12.9 在 决定 底 物 特异 性 时 起 关键 作用 的 残 基 位 点 


f & Aras. BAA ELS P-450 樟脑 衍 


HOKO Sits Tyr-96 HARE 
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成 了 底 物 在 活性 位 点 的 证 癌 
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12.7 Ë & x E 


E IE THRESH GUERRE CI RS RETENEN. SERM AE POI 
电子 氧 还 反应 ,转化 不 同形 式 的 化 学 能 ,以 及 消除 由 于 高 反应 性 中 间 物 的 产生 而 导致 的 副 反 
万 为 重要 。 事实 上 ,没有 这 种 偶合 的 话 ,许多 基本 的 生物 学 过 程 都 不 可 能 发 生 。 对 于 偶合 的 
具体 机 制 的 了 解 仅 限于 少数 几 种 系统 ,但 这 几 种 系统 所 采用 的 策略 很 有 可 能 被 其 他 许多 系统 
XH. 


[2 w 


12.7.a 电子 转移 偶合 TREAS 
如 第 11 SHA. AEE SUERTE -eA Mo 辅 基 和 b 型 血红 素 的 酶 。 它 催化 方程 
12.3 所 水 的 反应: 


SO, —2 HE EXE cox HHO == SOI +2 细胞 色素 co 一 2H- (12. 3) 
其他 电子 受 体 如 铁 握 化 物 或 氧气 可 以 代替 细胞 色素 c<。 来 源 于 鸡 上 肝脏 的 硫化 物 氧化 酶 是 -一 种 
a} Fld 120 kDa HORA BP LES AF Mo 和 一 分 子 血 红 素 . 用 蛋白 酶 消化 此 二 宗 体 
得 到 两 个 结构 域 :一 个 为 含 Mo HIRE, TTEA 47 kDa; HTH MR RR. 
分 子 基 9.5EDa。 分 离 纯化 的 含 Mo 二 育 体 仍 可 以 以 铁 氰 化 物 或 氧气 为 电子 受 体 催化 亚 硫 酸 
盐 的 氧化 ,但 不 理 能 以 细胞 色素 c 为 电子 受 体 。 即 使 是 将 含 Mo 和 含 血 红 素 的 组 分 混合 RE 
接 使 用 未 经 分 离 的 酶 解 混 合 物 ,都 不 能 恢复 梅 的 依赖 细胞 色素 c 的 活性 。 这 说 明 , 两 种 结构 域 
之 间 的 联系 (由 完整 多 肽 链 决定 ) 对 于 偶合 发 和 牛 在 Mo 中 心 的 两 电子 证 硫酸 盐 氧 化 反应 和 发 
生 在 血红 素 中 心 的 两 个 单 电子 的 细胞 色素 ¢ 还 原 上 反应 是 非常 重要 的 ， 在 前 面 的 图 11.19 中 归 
SA a i ALAA GR D 


12.7.b 化 学 变化 和 电子 转移 假 合 HA 
回 氨 酶 还 不 分 『 复 成 为 氨 。 此 双双 白 酶 系统 催化 的 总 反应 如 方程 12.4 所 示 : 
N; - 8H’ + I6Mg-ATP-- 8e —— 2NH,;+H; | 16Mg-ADP—16Pi (12. 4) 

Eti 8E— FASE LDAP T Mg 复合 的 ATP( 该 反应 的 实际 底 物 , 见 第 10 章 ) 被 水 解 。 尽 
SRG ATP 水 解 和 分 子 所 还 原 的 细节 机 制 仍 有 待 于 进 - : 步 盖 明 , 人 们 已 发 现 了 几 个 一 般 的 
THE. 首先 ,Mg-ATP 与 铁 蛋 白 结 全 ,从 而 降低 了 还 原 势 (a100 m VO. .我 们 以 前 也 曾 丙 见 过 这 
种 底 物 绪 合 调控 金属 生 白 的 氧 还 势 的 例子 (细胞 色素 P-450,MMO , 见 第 11 章 }。 氧 还 势 的 降 
低 对 于 电子 从 铁 蛋 白 到 钥 铁 出 白 的 转移 是 至 关 重 要 的 。ATP 水 解 似乎 与 电子 转移 同时 发 生 ， 
伴随 -个 电子 转移 的 两 分 子 ATP Kf T gk E EM SETTE, 

加 握 酶 系统 还 是 另 一 种 偶合 的 合子。 每 … 个 氮 分 子 的 还 原 过 程 中 , 酶 会 消耗 掉 8 个 电子 ， 
其 中 2 个 电子 用 于 产生 一 分 车 氧 , 妈 外 6 个 电子 部 用 于 产生 一 分 子 毛 ,固氮 酶 反应 的 限 速 步 缀 
是 电子 转移 后 铁 华 白 和 钼 忽 重 白 的 分 离 . 钼 铁 蛋 白 每 次 二 藏 一 个 电子 ,直到 底 物 的 还 原 可 以 党 
生 。 这 种 偶合 一 系 天 的 单 电子 转移 反应 直到 最 后 发 生 一 个 多 电子 还 诛 反 应 的 机 制 们 有 待 于 阐 
明 ,但 可 以 预料 的 是 ,该 机 制 -- 定 包含 重 白 链 对 金属 中 心 的 协同 调控 。 
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12.7.c 底 物 结合 :细胞 色素 P-450 

细胞 色素 P-450 提供 了 一 神化 学 偶合 的 好 例子 ,如 第 11 章 中 所 述 , 从 三 价 铁 到 二 价 铁 ( 结 
合 分 子 氧 的 形式 ?的 还 原 并 不 在 底 物 结 人 台 前 发 生 。 这 种 控制 非常 重要 ,因为 系统 必须 一 种 反应 
泪 非常 强 的 中 间 物 ,如 果 此 中 间 物 在 底 物 结合 之 前 形成 , 它 就 可 能 与 酶 反应 并 损坏 酶 或 者 形成 
短路 浪费 掉 还 原 能 ,通过 研究 天然 细菌 来 源 的 酶 P-450gw 对 其 去 然 底 物 樟脑 (camphor , 2-2 B 
CieHuO) 或 人 工 底 物 的 作用 及 定点 突变 蛋白 的 性 质 , 这 种 偶合 的 分 子 机 制 已 被 前 明 。 

林 结 台 底 物 的 P-450# 归 的 量 体 结 构 显 示 , 酶 的 底 物 结合 位 点 充满 了 水 分 子 , 包 括 一 个 水 分 
子 直接 与 铁 配 位 形成 的 八 面体 低 自 旋 Fe*+ 核 心 。 当 樟脑 结合 后 ,所 有 的 水 分 子 部 被 取代 ,并 且 
铁 的 配 位 数 隆 为 5. 蛋白 质 通过 范 德 华为 与 樟脑 广泛 接触 ,另外 还 有 一 个 与 樟脑 的 氧 原子 形成 


图 12.10 HORE P-450mw 机 理 图 解 
TEA SEI RR HS PR E Te 
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床 物 结合 相 偶合 的 。 配 位 数 , 旋 着 及 铁 位 点 极 性 的 变化 提高 了 铁 的 氧 还 势 ,从 而 使 三 价 铁 的 还 
原 变 得 容易 了 。 还 原 反 应 形成 的 开放 性 配 位 位 点 和 还 原 态 的 铁 离子 又 使 得 气 分 子 的 结合 得 以 
AEQU11.2.20. 一 旦 氧 分 子 缚 合 到 中 心 上 , 通过 一 个 与 笑 红 蛋白 和 肌 球 蛋白 相似 的 机 制 ， 
第 二 个 电子 加 入 到 金属 核心 形成 初始 的 高 反应 性 形式 ,正常 条 件 下 ,该 中 和 间 产 物 中 的 DO 一 O 〇 键 
被 切断 ,释放 出 水 和 能 水 化 底 物 的 铁 -oxo 中 间 体 。 水 又 取代 氧化 后 的 底 物 ,完成 反应 循环 。 该 
反应 要 求 底 物 在 活性 中 心 的 正确 的 定位 并 消除 所 有 可 能 的 副 反 应 ,以 保证 所 有 电子 都 用 于 底 
物 的 水 解 。 

有 研究 直接 探索 了 在 这 个 严密 的 悍 侣 中 底 物 和 醇 的 调控 作用 .我 们 首先 考虑 底 物 ,一 种 缺 
AD ER XU SS AS oU bike (camphane Ci Hie , 它 同样 能 作为 酶 的 底 物 . s RES DÀ DLE 
烧 作 为 底 物 的 反应 中 9030 KARP TOU ERE 5-exo 异 构 体 ,但 是 樟 篇 氧化 的 效率 为 106%% ,而 综 
合 考虑 气 和 还 原 剂 的 消耗 后 ,樟脑 的 氧化 效率 仅 为 8 站 。 经 晶体 结构 分 析 表 明 , 苹 烷 与 酶 的 配 
合 物 与 樟脑 配合 物 的 不 同 可 能 是 导致 氢化 效率 善 别 的 原因 :首先 , 殴 烧 存在 时 活性 中 心 的 水 分 
子 仍然 存在 , 共 至 与 铁 离 子 结 合 的 水 分 子 也 坟 被 取代 ;其 次 ,与 酶 结合 的 丈 烷 的 活动 性 还 还 高 
于 樟脑 ,这 些 差别 使 得 高 反应 性 的 氧 入 生物 通过 其 他 途径 被 消耗 ,如 质子 化 还 原 后 的 氧 分 子 而 
产生 过 氧化 氨 以 及 质子 化 铁 -oxo 配合 物产 生 水 。 这 些 反应 的 机 制 如 图 12. 100p. 249) BER. 

类 似 的 去 偶合 现象 可 以 由 酶 的 改变 而 产生 .在 一 钊 突变 体 中 ,将 一 个 保守 性 的 苏 氨 酸 残 基 
用 Ala 取代 后 , 酶 甚至 在 樟脑 作为 底 物 时 也 失去 了 偶合 的 功能 。 电 体 结构 显示 ,该 残 基 参与 天 
定 和 稳定 活性 中 心 ,特别 是 在 氧 分 子 和 底 物 都 已 结合 到 酶 上 时 。 这 些 结果 表明 ,P-450 中 存在 
多 种 精细 调节 机 制 ,以 有 效 地 使 活性 中 间 物 进入 惟一 的 反应 途径 。 


12.7.4 RHB :光合 反应 中 心 

关于 偶合 的 最 后 一 个 例子 是 细胞 的 光合 喜 应 中 心 , 它 偶合 光 能 的 吸收 和 跨 膜 电 势 差 的 形 
成 ,在 第 9 章 中 ,我 们 已 经 知道 该 反应 中 心包 括 排 布 在 一 个 复杂 的 膜 结 合 蛋白 复合 体 中 的 E 
列 复杂 的 辅 基 。 一 对 特定 的 叶绿素 分 子 吸 收 一 个 光子 后 释放 出 一 个 电子 。 通 过 图 12. 11( 见 
p. 250~-251? 所 示 的 机 制 ,该 电子 迅速 地 从 一 个 辅 基 转 移 到 另 一 个 辅 基 , 直到 到 达 辅 酶 Qu. JA 
结合 电子 的 细胞 色素 中 迅速 地 释放 出 电子 到 特定 电子 爱 体 防止 了 电子 的 回流 。 一 旦 两 个 电子 
到 达 Qa,Qi 就 被 质子 化 形成 氨 醒 (hydroquinone X 2E — 8 C.H, (OH),), 电子 跨 膜 传递 以 及 质 
子 被 用 于 形成 气 醒 导致 了 跨 膜 的 电化 学 梯度 的 形成 ,而 此 电化 学 梯度 又 可 以 月 于 其 他 过 程 .对 
此 系统 来 说 ,反应 中 心 在 膜 中 的 定位 是 偶合 的 基础 ,如 果 没 有 隔 开 各 个 辅 基 的 膜 , 电 子 将 只 会 
# BRBR rH AE RE Ë TTC. 

有 必要 对 其 他 一 些 腊 缚 合 系统 (如 高 等 植物 中 的 光合 器 定 ,氧化 磷酸 化 系统 ?进行 进一步 
研究 .以 完全 了 解 大 自然 所 具有 的 偶合 跨 膜 反应 的 策略 。 在 最 后 一 章 中 ,我们 将 讨论 包含 此 捷 
题 在 内 的 一 些 生物 无 机 化 学 的 前 沿 问 题 。 


J a 
1. 核糖 核 蔡 还 原 酶 的 活性 位 点 结构 如 图 , 双 铁 中 心 被 认为 产生 酷 握 酸 自 由 基 之 源 。 该 中 心 首先 还 原 成 二 


价 双 铁 形 式 ,然后 与 双 氧 ,Tyr-122, 及 其 他 电子 源 形 成 酶 活性 部 位 。 讨 论 在 该 中 心 吉 生 还 康 过 程 铁 原 
子 并 位 及 收 饰 机 理 , 上 及 将 出 班 吧 样 的 特定 变化 。 
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. 合 铜 蓝 中 心 质 体 蓝 素 的 蛋白 中 ,电子 传递 速率 可 以 较 高 ,例如 天 青 蛋 白 电 子 自我 交换 的 速率 常数 为 
1. 3X 10%(mol/L)7! + s ,这些 位 点 具有 相对 少量 配 体 重组 能 ,由 于 氧化 态 和 还 原 态 的 铀 结构 很 类 似 ， 
因此 这 一 性 质 曾 被 认为 是 其 反应 速率 高 的 主要 原因 ， 现 在 ,CuI 入 络 人 台 物 (n=1 或 2,L 为 双 齿 配 位 体 
的 顺 吡 唑 基 }) 已 被 合成 。 其 结构 为 四 面体 ,Cat 1) 的 Cu 一 N 平 均 键 长 是 1. 96 A. CuCl) 的 Cu 一 N 
平均 键 长 是 2, 03 À 。 它 的 电子 交换 速率 说 明 其 自我 转化 常数 低 于 10'(mol/1)™，s ,讨论 这 一 结果 
HRPE MHE. 

. HE metazido #15 LZ RA X S eX EE sg H, ETERRA R R AEA Fe CIE). 中 心 由 oxe 
SEH dr pcr — a IS — Eu bz MATAR TBARS 9 - -个 末端 配 
f. 这 一 结构 与 实际 metazido 血红 蛋白 相 比 有 和 何不 足 之 处 (参考 本 章 原 理 及 第 11 3€ F8 11.47 试 讨 
论 之 。 

.为 榴 建 微型 含 镍 酶 , 仅 缺 乏 末 端 组 氨 酸 的 类 锌 指 肽 祷 合 成 。 此 肽 可 结合 Zn《 I)、Co( I) 等 金属 产生 
M' (Cys) (His (OH [z A 8928-4 65 ARKAT TRE REO HE EE. SERIES e SHEER S 
TKR R 3E 825 A HOD EI HE TERT ESRB RT BR RETE HE ERASE. 
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第 13 章 生物 无 机 化 学 前 沿 


13.1 金属 离子 的 选择 与 摄取 

13.2 金属 离 千 浓度 的 控制 与 应用 
13.3 金属 与 生物 分 子 的 折 亚 和 交 联 
13.4 金属 离子 与 生物 分 子 的 结合 
13.5 电子 转移 蛋白 

13.6 底 物 的 结合 与 活化 

13.7 原子 和 基 团 的 转移 化 学 

13.8 ”活性 位 置 的 蛋白 质 调控 


RAE 5 一 12 章 的 讨论 ,我 们 尝试 通过 一 些 例 子 来 描述 生物 无 机 化 学 的 原理 . 通 近 对 
革 些 特定 体系 的 直接 和 模型 研究 获得 了 大 量 信息 ， 有 些 例 子 伐 表 了 几乎 宛 美的 研究 领 战 。 因 
为 在 这 些 研 究 领 域 中 ,即使 还 有 没有 达到 的 目标 ,也 不 再 涉及 后 物 无 机 化 党 方面 的 问题 。 而 在 
另外 一 些 例子 中 ,要 从 盆子 水 平 理解 生物 无 机 出 学 的 基础 ,还 有 大 量 的 工作 要 做 。 回 顾 一 下 前 
下 的 讨论 ,我 们 不 禁 会 问 , 该 领域 中 哪些 问题 已 经 得 到 解决 。 最 有 说 服 力 的 例子 有 :(i) 自 然 可 
地 结 侣 分 子 毛 的 方式 6Gii) 毒 副 产 物 ,尤其 是 超 条 化 物 离 子 是 如 何 被 消除 的 ;Ciii) 电 子 转移 蛋 
户 质 ,尤其 是 含 蓝 铜 或 铁 - 破 中 心 的 蛋白 质 的 组 成 :Civ) 锋 在 水 解 酶 如 疲 肘 酶 中 的 作用 。 在 如 下 
几 个 方面 已 经 取得 了 大 的 进展 :在 理解 Bi: 辅酶 均 裂 Co 一 C 键 化 学 方面 ,在 选 出 铂 抗 癌 药物 的 
DNA 结合 性 能 方面 ,在 推测 自然 摄取 , 配 位 和 储存 铁 的 途径 方面 ,在 解决 会 属 调 节 置 自如 锌 - 
FRO RAR EH AWAD. ERB MER P 450 产 基 水 水 学 的 细节 方面 。 然 而 ,在 每 一 
个 方面 ,还 都 有 需要 将 来 通过 实验 研究 来 解决 的 重要 生物 无 机 外 学 问题 。 此 外 ,与 这 些 例 子 有 
关 的 其 他 方面 还 了 解 的 甚 少 。 这 此 没有 解决 的 问题 代表 了 20 世纪 90 年 代 中 时 生物 无 机 灶 学 
苑 前 沿 研究 领域 ,有 趣 的 是 ,在 20 年 前 发 表 的 生 挠 无 机 化 学 的 第 一 篇 重要 论文 中 ,这 些 前 沿 研 
究 领 域 中 的 许多 问题 就 被 提 了 出 来 。 包 斤 如 固 氨 酶 , 远 距离 电子 转移 蛋白 ,细胞 色素 氧化 梅 等 
重要 的 还 没有 全 部 了 解 的 体系 ,以 及 一 些 最 近 才 引起 关注 约 问题 ,如 铬 在 加 和 毛 酶 和 脲酶 中 的 竹 
A EARRING AGA fA E Pot He. 


本 章 将 简单 地 介绍 一 下 生物 无 机 化 学 中 的 这 些 前 沿 研 究 领 域 . 一 方面 ,我 们 希望 通过 介绍 
生物 无 机 化 学 中 的 这 些 前 沿 研 究 锁 域 ,激发 研究 ,解决 这 些 人 们 关注 的 问题 ; 另 一 方面 就 是 使 
读者 感受 到 该 领域 的 巨大 研究 范围 ， 素 书 的 主旨 是 在 第 5~12 章 中 所 描 过 的 生物 无 机 化 学 原 
理 , 它 比 所 讨论 的 每 一 个 具体 例子 共有 更 长 远 的 生命 力 。 我 们 期 户 ,为 解决 这 些 前 沿 问题 所 获 
得 的 知识 将 融入 我 们 在 讨论 中 所 描述 的 各 种 各 样 的 类 型 中 ,我 们 相应 地 安排 本 章 的 讨论 ,使 其 
反映 出 前 面 儿 章 的 组 织 结构 。 
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13.1 金属 离子 的 选择 与 摄取 


在 一 些 分 子 细 节 上 ,我 们 只 了 解 了 细胞 中 金属 猴 离 子 是 如 何 被 摄取 并 被 维持 在 一 定 浓度 
的 。 然 而 ,在 第 5 章 中 讨论 过 的 肠 杆菌 素 的 发 现 使 我 们 认识 到 ,相关 的 配 体 可 能 发 生 进化 ,从 而 
KGW . 锰 , 甚 至 生物 体 可 利用 的 所 有 金属 离子 。 这 种 可 选择 体系 的 鉴定 和 表征 是 一 个 重要 朱 
战 .例如 ,最 近 对 铀 传输 异常 所 导致 的 Menkes 病 的 基因 的 分 离 和 分 析 显 示 预 济 的 蛋白 含有 腊 
跨越 域 和 一 个 铜 结合 位置. 这 个 发 现 充分 证 明生 物 无 机 化 学 在 治疗 人 类 疾病 方面 有 重大 贡献 。 
而 且 , 除 了 在 表 1.1 中 所 列 的 金属 离子 以 外 ,很 有 可 能 其 他 一 些 金属 离子 也 将 被 发 现 是 生物 的 
必需 元 素 。 过 滤 金 属 中 的 主要 候选 者 有 Ti .Cr 等 。 因 为 在 几 种 海洋 生物 体 中 发 现 了 Ti 元 素 ; 
Cr 是 和 葡萄 精 耐 受 因 子 以 及 糖尿 病 密 切 相 关 的 ,尽管 对 Cr 的 作用 还 有 争议 , 随 着 有 关 这 些 金 
属 离子 的 知识 积累 ,对 它们 功能 和 体内 平衡 的 研究 也 会 开始 . 
有 很 多 关于 金属 趾 啉 和 铁 - 硫 原 子 艇 作为 金属 蛋白 的 生物 无 机 元 件 的 讨论 ,然而 自然 必须 
管理 许多 其 他 体系 的 组 装 , 对 此 我 们 知之 其 少 。 人 重 如 ,Mo 和 Fe 以 及 如 固氮 菌 的 Fe/Mo $ia 
子 中 的 混合 金属 铸 合 物 是 如 何 组 装 的 ?与 氧 转移 蛋白 有 关 的 Mo 唆 叭 辅 因子 配合 物 的 组 装机 
制 如 何 ? 有 兴趣 为 金属 蛋白 活性 位 置 建立 模型 的 生物 无 机 化 学 家 ,很 有 可 能 在 寻找 这 些 问题 的 
答案 过 程 中 发 挥 主要 作用 。 因 为 ,这 些 问题 的 解决 ,和 作为 蛋白 辅 因子 的 光谱 和 功能 模型 的 合 
成 与 研究 有 密切 关系 。 

神经 生 测 学 是 现代 科学 中 的 一 个 主要 前 沿 领域 。 尽 管 碱 金 属 离子 在 标记 传导 中 发 挥 着 重 
要 作用 ,很 有 可 能 其 他 金属 离子 参与 了 神经 生物 性 功能 所 要 求 的 过 程 。 最 近 的 一 篇 报道 指出 ， 
人 大脑 中 磁性 粒子 的 存在 ,类 似 于 磁 致 有 规 细菌 以 及 蜜蜂 和 鸟 类 的 导航 机 制 中 的 磁性 遇 粒 ,一 个 
相关 的 领域 是 在 药物 中 利用 金属 离子 控制 神经 行为 ;研究 锂 离子 控制 躁 儿 忧郁 症 的 分 子 机 制 ， 
是 一 个 具有 重要 意义 的 前 洪 领 域 。 生 物 无 机 化 党 家 也 将 帮助 弄 清 楚 金 属 离 子 导 致 的 神经 毒性 . 
的 分 子 机 制 , 开 发 新 的 丈 侣 试剂 用 于 对 付 或 除去 这 各 毒性 ,并 且 为 使 用 金属 离子 作为 探 针 和 药 
物 的 药学 领域 做 出 重大 贡献 。 在 最 后 的 这 个 领域 ,我 们 尤其 希望 大 家 认识 到 ,我 们 需要 更 好 的 
金属 配合 物 作 为 放射 药物 ,通过 核磁 共振 成 像 探测 病变 组 织 。 另 外 , 随 着 关于 顺 铀 ,auranofin 
和 其 他 金属 药物 机 制 信息 的 继续 积累 ,设计 更 为 有 效 的 方法 来 考察 新 化 合 物 的 药物 活性 将 成 
为 可 能 . 


13.2 金属 离子 浓度 的 控制 与 应 用 


在 过 去 的 儿 年 中 ,细胞 内 金属 离子 浓度 的 控制 宙 制 的 研究 取得 了 很 大 的 进展 。 如 在 第 5~ 
6 章 讨论 过 的 一 样 ,积累 了 关于 铁 在 原核 生物 和 真 核 生物 体系 的 大 基 信 息 ; 但 是 ,重要 的 细 站 
问题 如 铁 蛋 白 核心 的 真实 结构 以 及 关于 它 的 装载 和 部 载 机 制 信息 还 不 清楚 。 越 来 越 多 的 证 据 
表明 ,很 多 其 他 金属 离子 也 有 类 似 的 体 系 。 戏 基 因 的 研究 导致 了 许多 原始 突破 。 通过 选择 不 能 
承受 极 高 或 极 低 的 金属 离子 浓度 的 突变 种 ,可 能 会 接触 到 金属 离子 摄取 、 储 存 和 解 壹 的 必需 各 
白 . 在 体系 的 组 织 水 平和 在 详细 的 分 子 水 平 对 这 些 现 人 象 进行 研究 ,将 会 获得 激动 人 心 卓有成效 
的 结果 . 对 一 些 金属 ,如 Mo Ni Zn 和 Cu 已 经 获得 了 重要 的 初步 研究 结果 , 我 们 希望 这 些 研 
究 将 为 既 存 战略 提供 宽 多 的 例子 ,自然 把 这 些 茎 存 战略 用 于 金属 离子 摄取 .解毒 以 太一 些 全 新 
SUM. 
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的 晶体 结构 测定 对 研究 光合 成 机 制 产 生 过 深远 影响 。 结 构 的 确定 证 实 了 一 些 以 前 的 想法 并 提 
供 了 新 的 生物 物理 实验 框架 。 除 此 之 外 , 它 认可 了 一 些 新 间 题 。 闭 没有 结构 方面 的 知识 ,该 些 
新 间 题 是 不 可 能 得 到 人 们 的 认识 的 ,一 县 浏 定 了 离子 迁移 物种 和 离子 通道 的 第 一 个 晶体 结构 ， 
我 们 可 以 期 待 有 更 多 类 似 的 晶体 结构 被 测定 。 将 从 低 分 状 缚 构 研 究 方法 如 电子 显微镜 获得 的 
信息 ,和 从 定点 突变 研究 所 获得 的 结果 结合 起 来 ,从 而 产生 系统 的 模型 。 已 经 证 实 这 个 路 子 是 
很 有 效 的 。 然而 ,只 有 结合 原子 分 辨 或 近似 原子 分 辨 结构 数据 ,一 些 关 于 如 金属 离子 选择 性 现 
象 的 假设 才 有 可 能 得 到 解释 。 这 蚌 一 些 很 有 挑战 性 的 问题 。 因 为 获得 足够 芋 的 纯 物质 并 得 到 
合适 的 而 体 是 十 分 困难 的 。 反 过 实说 ,成 功 的 研究 结果 将 大 大 推动 该 领域 的 发 展 。 

最 后 ,金属 离子 是 如 何 参 与 细胞 内 外 信息 交流 的 ,无 论 从 任何 方面 来 讲 , 还 都 没有 得 到 图 
灌 的 解释 . 鱼 是 迄今 为 止 研究 得 最 深 最 广 的 例子 。 如 在 第 7 章 中 提 到 的 一 样 ,在 基 些 情况 下 ， 
钳 作 为 细胞 信和 或 者 信使 的 可 能 性 尽管 得 到 许多 细节 数据 的 支持 ,但 还 无 法 证 实 。 另 外 ,尽管 
金属 离子 本 身 并 非 信使 ,在 细胞 内 信息 交流 网 络 中 以 金属 离子 为 中 心 的 体系 也 已 经 被 发 现 。 
一 个 惊人 的 例子 涉及 到 一 氧化 氮 .这 个 分 子 曾经 被 认为 仅仅 是 一 个 剧 毒 分 子 ,但 是 后 来 发 现 它 
是 一 个 重要 的 神经 传输 体 ,一 种 备 管 平滑 肌 松 弛 剂 ,一 个 和 血小板 解 聚 用 关 的 因 了 于 。 它 的 侣 成 
受到 钙 或 币 调 重 白 的 调节 ,而 它 的 受 体 是 在 鸟 昔 酸 环 化 酶 中 的 一 个 铁 叶 啉 . 岛 音 酸 环 化 酶 将 鸟 
厌 叭 三 厨 酸 酯 转化 成 环 状 鸟 味 叭 单 磷酸 酯 。 这 个 信息 为 生物 无 忆 化 学 家 提供 了 许多 很 有 意义 
的 研究 课题 。 


13.3 金属 与 生物 分 子 的 折合 和 交 联 


人 们 早 就 认识 到 金属 离子 折 秋 生物 高 分 子 的 能 力 。 但 是 ,这 种 现象 在 生物 学 中 的 范围 只 到 
近年 才 受 到 人 们 的 关注 。 类 似 于 锌 指 蛋 白 , 含 有 金属 组 织 域 的 新 型 蛋白 被 快速 地 发 现 。 预 期 这 
种 进步 将 会 继续 下 去 并 将 扩展 到 没有 很 好 表征 的 体系 ,如 膜 结合 蛋 日 。 

关于 其 他 生物 高 分 子 ,可 期 待 更 快 的 知识 积累 。 金 属 离子 作用 的 令 人 振奋 的 发 现 , 例 如 钾 
和 钠 在 端 粒 (telomere) 中 控制 结构 形成 的 发 现 ,; 顶 示 着 对 其 他 金属 基 的 特殊 DNA 结构 的 外 
明 。 RNA 的 结构 更 是 一 个 广阔 领域 , 在 RNA 分 子 的 复杂 折 释 中 ,存在 着 非 专 属 和 专属 金属 离 
子 结合 位 置 。 这 正在 成 为 一 个 规则 。 利用 上 蝇 体 结构 测定 表征 这 些 位 置 ,或 利用 NMR 方法 研究 
RNA ,将 在 不 久 的 将 来 揭示 一 些 基 本 原理 ， 

糖 类 也 含有 许多 潜在 的 金属 结合 位 置 ， 糖 类 的 详细 三 维 结构 以 及 金属 离子 在 决定 和 调节 
这 些 结构 中 的 作用 ,构成 了 一 块 未 开拓 的 领域 ,也 许 它 代表 了 21 世纪 生物 无 机 化 学 中 最 伟大 
的 前 沿 研究 领域 。 在 该 领域 的 研究 中 已 经 有 了 重大 发 现 。 枫 如 ,已 知 某 些 外 源 效 聚 素 、 糖 类 结 
合 蛋 白质 需要 金属 离子 (如 钻 ) 来 结合 。 一 个 近期 的 晶体 续 构 测定 揭示 了 钙 桥 联 和 蛋白 和 糖 类 基 
团 。 

最 后 ,我 们 来 谈 一 下 生物 矿物 质 和 生物 矿物 质 化 ,在 第 6 章 ,我 们 简单 地 讨论 了 一 个 例子 ， 
即 铁 蛋 外 的 铁 核 。 还 有 几 个 已 知 的 例子 ,包括 磁 致 有 规 细 菌 的 磁 粒 子 核 . 某 些 微生物 产生 的 锅 
硫 粒 子 .当然 还 有 在 骨头 和 牙 此 中 发 现 的 钙 磁 基 物 质 ，。 基 于 无 机 固体 物 的 独特 性 质 ,这些 物 质 
能 发 挥 各 种 各 样 的 作用 。 钙 基 物 质 是 复 细 胞 生物 维持 骨骼 完整 必 不 可 少 的 。 另 外 ,这 些 物质 还 
是 金属 离子 体内 平衡 系统 的 重要 组 成 。 这 些 生 物 矿 物质 的 组 装 和 反 组 装 是 复杂 的 ,不 仅仅 涉及 
到 无 机 化 学 组 成 ,也 涉及 到 与 蛋白 质 的 各 种 各 样 的 相 菇 作用 .固态 生物 无 机 化 学 领域 上 共有 排 战 
性 ,人 在 不 还 的 将 来 应 该 有 大 的 发 展 。 
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13.4 金属 离子 与 生物 分 子 的 结合 


对 于 金属 生物 分 子 进行 的 生物 合成 ,选择 正确 的 金属 离子 是 很 关键 的 .人 们 总 是 强调 在 这 
些 反 应 中 热力 学 控制 的 重要 性 ,但 是 ,一 些 明 显 的 矛盾 表明 其 他 因素 也 可 能 很 重要 。 例 如 , 开 , 
coli 产生 两 个 独特 的 具有 超 氧 化物 歧化 酶 活性 的 多 肽 ,其 中 一 个 含有 铁 离 子 ,而 另 一 个 含有 和 狠 
离子 ,和 蛋白质 的 结构 十 分 相似 ,使 得 很 难 理解 仅仅 热力 学 因素 能 够 允许 一 种 金属 离子 结合 到 一 
种 多 胀 上 ,而 允许 另 一 种 金属 离子 结合 到 另 一 种 多 肽 上 。 得 是 ,这 种 蕴 秆 使 人 推测 蛋白 质 从 相 
同 的 体系 中 结合 金属 离子 。 近 期 的 研究 表明 ,不 同 的 多 上 肪 是 在 不 同 笨 件 下 生物 合成 的 。 因 此 ， 
在 铁 超 氧化 物 歧化 酶 多 肽 中 可 能 发 现 铁 。 因 为 该 多 了 肽 是 在 铁 相 当 富 集 的 情况 下 产生 的 。 这 种 
金属 支持 的 基因 调节 体系 和 金属 离子 参与 的 热力 学 以 及 动力 学 之 间 的 相互 作用 ,应 是 一 个 顶 
果 累 累 的 研究 领域 。 

一 个 相关 的 话题 是 在 金属 结合 中 辅助 蛋白 质 参 与 的 可 能 性 。 如 在 13. 2 节 中 提 到 那样 , 通 
过 基因 研究 证 实 了 许多 有 趣 的 发 现 .彻底 地 复原 一 些 这 样 的 体系 ,应 该 会 对 机 制 有 更 深刻 的 了 
解 。 通 过 这 种 机 制 金属 离子 插入 到 蛋白 质 中 ,在 其 些 情况 下 结合 不 是 自发 进行 的 。 

金属 蛋白 设计 是 另外 一 个 刚刚 开始 发 展 的 研究 领域 .通过 加 入 或 修饰 氨基 酸 侧 链 . 通 过 天 
用 非 天 然 氮 基 酸 ,或 者 通过 尝试 设计 新 型 蛋白 质 , 许 多 研究 者 企图 将 金属 离子 结合 到 既 存 蛋白 
RAW, 尽管 还 有 很 多 问题 有 待 解决 ,已 经 报道 了 一 些 令 入 振奋 的 成 功 例子 ,该 领域 中 的 一 
个 例子 涉及 到 在 一 个 抗体 的 结合 位 置 上 建造 一 个 金属 结合 位 置 。 尽 管 已 经 表明 与 金属 发 生 了 
结合 ,但 金属 是 否 真 正 地 配 位 到 指定 的 配 体 上 还 需 做 进一步 的 研究 。 另 外 ,这 样 的 金属 位 管 是 
否 能 和 与 金属 酶 类 似 的 方式 发 生 反 应 还 不 清楚 。 : 


13.5 电子 转移 蛋白 


在 进行 所 化 还 厌 反 应 时 ,有 关 单 蛋 日 内 结构 的 变化 已 有 不 少 的 知识 积累 ,然而 电子 被 从 一 
个 重 白 转移 到 另外 一 个 量 白 的 机 制 还 有 很 多 争议 .具体 地 讲 ,距离 .方向 和 推动 力 的 作用 ,特别 
是 决定 电子 转移 速率 的 介质 的 本 质 还 有 符 于 做 彻底 的 研究 ,为 了 解决 这 些 问题 ,已 经 做 了 大 量 
的 理论 工作 ,并 且 设 计 了 许多 奇妙 的 实验 方法 验证 它们 。 遗 姓 的 基 , 分 离 出 这 些 因 子 中 的 和 任何 
一 个 并 保持 其 余 因 子 不 变 是 极其 困难 的 .另外 ,我 们 已 知 ,蛋白 -蛋白 电子 转移 不 仅仅 涉及 到 蛋 
白 - 蛋 白 配合 物 也 涉及 到 它 的 动力 学 , 换 杀 话说 ,电子 转移 是 从 和 蛋白 -蛋白 配合 物 较 大 范围 内 的 
一 套 构 型 开始 发 生 的 。 电 子 是 怎样 从 一 个 蛋白 转移 到 另外 一 个 蛋白 的 ? 虽然 这 是 一 个 容易 回 
答 的 问题 ,但 很 难 回 答 清 楚 。 在 达到 一 个 共识 之 前 ,还 有 很 多 工作 要 做 。 当 该 领域 发 展 到 对 机 
理 有 真 止 的 预见 性 了 解 时 ,将 是 十 分 激动 人 心 的 .重要 的 突破 也 许 将 要 求 发 展 新 的 物理 或 理论 
方法 来 研究 电子 转移 现象 。 


13.6 ” 底 物 的 结合 与 活化 


如 在 第 10 章 所 述 ,金属 离子 结合 和 活化 底 物 的 能 力 ,对 某 些 锌 水 解 酶 已 经 研究 得 相当 透 

彻 。 通 过 利用 定点 突变 方法 确定 催化 机 制 中 蛋白 侧 链 的 作用 ,并 结合 义 射线 晶体 结构 测定 研 

究 , 随 着 有 关 其 他 体系 的 信息 的 不 断 积 票 ,该 领域 应 该 有 显著 的 进步 ,另外 ,生物 无 机 化 学 家 在 

制备 这 些 酶 ,如 碳酸 栈 酶 中 的 锌 核 的 功能 模型 方面 表现 出 新 的 兴趣 .该 研究 将 会 进一步 推动 该 

领域 的 发 展 。 除 锌 之 外 ,已 知 各 种 各 祥 许 多 其 他 金属 离子 也 能 表现 为 结合 和 活化 底 物 的 中 心 。 
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的 进展 ,有 可 能 为 措 述 在 第 10 章 所 提出 的 原理 提供 更 多 的 例子 。 

锌 、 镁 可 能 还 有 锰 作 为 DNA 或 RNA 水 解体 系 中 催化 剂 或 者 辅助 催化 剂 的 研究 进行 得 
较 少 ,但 有 可 能 成 长 为 该 分 支 领 域 中 一 个 重要 的 成 员 , 包 括 一 些 重 要 的 酶 ,如 磷酸 酯 酶 和 激酶 ， 
它们 对 于 控制 细胞 增长 极为 关键 ,并 被 发 现存 在 十 癌 细 胞 ,催化 RNA CR) RAS 
核酸 外 切 酶 .DNA 与 RNA 聚合 酶 ,区域 异 构 化 酶 ,以 及 与 细胞 对 外 部 庄 力 的 总 体 反 应 有 关 的 
酶 .最近 有 一 个 关于 激酶 C 的 例子 ,激酶 C 与 信号 传导 有 关 , 在 人 致 由 1 个 所 原子 和 3 PRR 
子 所 构成 的 配 体 环境 中 ,结合 着 4 个 非 桥 联 的 锌 离子 。 另 外 ,还 有 一 个 关于 五 coli DNA RE 
酶 1 的 例子 。 据 推测 ,其 中 的 一 个 羧基 桥 联 的 二 价 双人 金属 中 心 ,产生 于 涉及 到 3 -5 核酸 外 切 
酶 催化 机 制 的 过 渡 态 ， 一 个 相关 的 有 趣 发 现 是 ,证 实 了 四 膜 虫 核 酶 为 金属 梅 , 和 有 关 的 蛋白 酶 
具有 类 似 的 机 制 特性 .伴随 着 这 些 研究 活动 ,模拟 这 些 功 能 的 模型 化 合 物 的 研究 应 该 得 到 发 
展 。 一 个 有 关 的 目标 是 设计 并 合成 人 工 核酸 酶 金属 配合 物 。 这 种 金属 配合 物 能 分 辩 PNA 或 
RNA 序列 .形状 和 结构 ,并 且 在 水 解 化 学 而 不 是 氧化 还 原 化 学 的 帮助 下 切断 侣 酸 二 酯 骨 染 。 
这 种 试剂 的 价值 在 于 , 它 科 产生 的 碎片 有 可 能 会 重新 结合 ,也 许 是 酶 催化 的 重新 结合 ,从 而 改 
Jë RA 259 AS SHER. 从 这 个 角度 来 看 ,这 些 配 合 物 起 到 人工 限 制 酶 的 作用 . 这 种 化 学 
可 能 会 对 生物 技术 作出 重要 贡献 ,并 且 显著 改善 现 有 试剂 。 现 有 试剂 利用 氧化 还 源 诛 理 eS 
光 酶 素 一 样 , 切 靳 反应 仅仅 在 核酸 中 产生 非 配 位 型 的 评 口 。 


13.7 原子 和 基 团 的 转移 化 学 


生物 无 机 化 学 的 - 些 主要 成 功 涉 及 到 电子 转移 和 Lewis BË sË Lewis MMM WARE 
的 反应 。 如 在 第 11 章 所 述 , 有 这 种 功能 的 蛋白 质 和 包括 血红 蛋白 和 肌 红 蛋白 . 血 蓝 蛋 白 、 超 筑 化 
物 歧 化 酶 以 及 单 和 双 加 氧 酶 .在 超 氧 化 物 歧 化 酶 中 , 双 氧 分 子 或 其 代谢 物 之 一 在 一 个 金属 中 心 
得 到 处 理 。 尽 管 在 探 明 这 些 蛋 白 作 用 机 制 的 细节 上 取得 了 成 功 ,但 是 ,该 领域 的 许多 重大 生物 
无 机 化 学 问题 还 有 待 解雇 。 

在 12.7.b 节 中 讨论 过 的 固氮 酶 的 MoFe 蛋白 是 一 个 早已 知道 的 体系 .从 这 个 蛋白 中 提取 
到 了 可 溶性 辅 因子 ,含有 大 约 了 7 个 Fe.1 个 Mo 和 8 个 无 机 SS 离子 以 及 高 柠檬 酸根 离子 . 邓 这 
个 可 溶性 辅 因子 的 结构 进行 表征 的 尝试 也 在 进行 中 , MoFe 蛋白 本 身 也 已 经 被 单 晶 化 ,并 且 品 
体 结构 测定 最 近 取 得 了 进展 ,为 辅 因 子 位 置 的 组 成 和 立体 水 学 提供 模型 . 随 着 结构 的 确定 和 对 
分 子 氨 活化 中 心 的 本 质 越 来 越 多 的 了 解 , 对 固氮 酶 的 深 人 研究 以 及 合成 异型 化 合 物 方面 的 研 
究 将 进行 下 去 。 某 些 固氮 酶 辅 因子 的 Mo 原子 被 V 甚至 Fe 所 取代 的 奇特 发 现 ,进一步 刺激 了 
该 领域 的 研究 工作 ,疝气 旷 将 肯定 继续 占据 生物 无 机 化 学 的 中 心 手 台 , 直 至 对 自然 系统 的 研究 
fll MoFe 蛋白 的 合成 模型 研究 两 个 方面 都 有 突破 。 

另外 一 个 具有 可 比 性 和 重要 意义 的 酶 是 细 驳 色素 < 氧化 酶 , GHAR. MER e A 
化 酶 采用 多 金属 中 心 来 实施 多 电子 转移 皮 谱 , 即 用 4 个 电子 将 氧 分 子 还 原 成 水 .虽然 已 经 在 不 
少 关于 该 酶 中 2 个 铜 和 2 个 血红 素 铁 中 心 的 本 质 的 信息 ,包括 遂 过 细菌 系统 的 定点 突变 研究 
商 确定 的 一 些 特殊 配 体 的 知识 ,但 是 详细 的 结构 玉 不 清楚 。 物 理 、 基 因 以 及 分 下 模型 研究 的 进 
展 ,将 可 能 为 深入 了 解 这 个 蛋白 质 提供 重要 的 信息 ,包括 它 的 结构 ,金属 中 心 的 相对 位 置 和 从 
化 机 制 。 在 催化 过 程 中 释放 的 能 量 , 是 如 何 产生 用 来 合成 ATP 的 质子 电化 学 梯度 的 ,也 是 值 
得 研究 的 有 趣 问 题 。 
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ARG A ae k 35 Rl aE eT Es. WR a Fj BB E 
在 土壤 脱 硝 过 程 中 将 NO; 转变 成 NO 并 最 终 转 变 成 N;。 从 结构 分 析 所 获得 的 信息 ,应 该 促进 
对 该 反应 机 制 的 详细 研究 。 同 理 , 对 酶 如 加 氢 酶 和 血浆 铜 蓝 蛋 魏 的 晶体 结构 分 析 ,应 该 促进 反 
应 机 制 方面 的 信息 积累 。 在 这 些 有 趣 的 金属 酶 中 ,原子 和 基 困 转移 反应 起 着 中 心 作用 ,。 SEMEL 
素 二 铁 酶 体系 甲烷 单 加 氧 酶 代表 了 另外 一 个 前 沿 研究 领域 。 该 领域 具有 多 方面 的 研究 方向 ， 
如 环境 的 生物 补救 中 使 用 MMOs, 羟 化 酶 如 何 结合 并 活 北 甲烷 ,甲烷 作为 燃料 和 碳 氢 化 物 源 
的 重要 性 ,对 凑 基 化 化 学 的 兴趣 ,尤其 是 与 相关 的 血红 素 酶 岗 胞 色素 P-450 的 比较 。 

一 个 几乎 没有 研究 过 的 领域 是 金属 酶 在 糖 新 陈 代谢 中 作用 。 包 括 的 体系 如 木 糖 异 构 酶 ,这 
里 一 个 钴 或 镁 中 心 负责 将 一 个 2- 关 本 转变 成 1- 羟 基 -2- 酮 ,以 及 其 他 金属 异 构 酶 。 生 物 中 有 三 
类 主要 的 聚合 物 :蛋白 质 、 核 酸 和 碳水 化 合 物 。 考 虑 到 生物 无 机 化 学 家 在 前 面 两 类 金属 促进 反 
应 方面 的 研究 活动 ,我 们 会 很 吃惊 地 发 现 几乎 没有 关于 第 三 类 的 研究 .金属 -糖化 学 将 给 蛋白 
质 化 学 家 和 模型 研究 化 学 家 提供 很 多 的 机 会 。 


13.8 活性 位 置 的 蛋白 质 调控 


在 第 12 章 中 我 们 看 到 AACR AAPM ER, RAAT a Ee pA 
及 周围 看 白 域 所 贡献 的 底 物 结合 单元 ,相同 的 金属 中 心 是 如 和 何 被 置 于 各 种 不 同 重 白质 中 而 发 
挥 不 同 作用 的 。 如 我 们 在 本 章 已 经 提 到 过 的 体系 的 特性 一 样 ,比如 ,固氮 酶 (FeMo BAF), 
MMO ( 双 铁 中 心 ) .加 和 氨 酶 (Fe,S ECT 280 RB QED) BB 55 SERE BEES Ee), 蛋白 
质 环 境 对 这 些 生物 无 机 元 件 的 调节 是 这 些 体 系 的 特性 之 一 。 在 一 个 膜 内 安置 多 个 不 同 的 中 心 
所 产生 的 有 蛋白质 行 为 的 侦 合 , 移 成 了 涉及 到 活性 位 置 调节 的 另外 一 个 重要 前 沿 研 究 领 域 , 探 明 
SEAS I 工 的 释 氧 印台 物 (COEC) 的 详细 过 程 ,也许 是 目前 最 具有 挑战 性 的 问题 .该 系统 中 4 TE 
还 原 的 馆 离 子 糙 水 转化 为 双 氧 。 最 过 所 关注 的 问题 包括 ,在 俯 化 中 心中 钮 离子 的 实际 数目 、 在 
各 种 光 还 原 态 锰 离 子 的 氧化 水 平 、 氧 - 氧 键 形成 态 . 中 心中 其 他 氧化 还 原 活 性 组 分 的 作用 、 以 及 
拨 白 质 环境 在 控制 氧化 还 原 过 程 中 作用 。 该 系统 还 具有 如 下 的 特性 , 钙 和 所 离子 的 参与 , 辅 因 
子 如 叶绿素 反应 中 心 ,一 个 公认 的 酷 气 酰 自由 基 的 介入 以 及 反应 中 心 化 学 与 质子 释放 的 偶 联 。 
这 进一步 表明 该 系统 错综复杂 -为 了 取得 较 大 的 进展 ,不 同 研究 小 组 各 方面 专家 的 合作 是 必 餐 
的 .他们 包括 遗传 学 家 . 光 物 理学 家 理论 化 学 家 .生物 物理 化 学 家 .无 机 化 学 家 .生物 化 学 家 以 
及 共事 模型 化 合 物 台 成 的 研究 者 。 他们 献身 于 生物 无 机 化 学 的 研究 中 ,向 诸如 OEC 这 样 的 重 
大 问题 挑战 ， 

前 自 提 到 过 在 OEC 中 可 能 涉及 到 酪 氮 栈 自由 基 。 这 使 我 们 想到 这 种 单元 的 鉴定 ,因为 和 
味 只 自 由 基 一 样 ,它们 都 是 .一些 金属 酶 的 重要 组 成 ,它们 包括 ,如 在 11.4.c 节 中 讨论 过 的 核糖 
核 冶 酸 还 原 酶 的 亚 单位 , 它 含有 在 酶 机 制 中 探测 到 的 稳定 酷 氮 栈 自 让 基 ;如 细胞 色素 c 过 氧化 
酶 ,在 其 中 足 铁 原子 才 5 A 形成 色 氮 酸 自 由 基 ; 以 及 半 乳 糖 氧 化 酶 , 它 是 一 个 铜 酶 ,含有 半 胶 氨 
酸 修饰 的 酷 氨 酰 自由 寺 配 体 .最 后 一 个 是 其 中 的 氨基 酸 在 蛋白 质 转译 后 被 修 沛 的 体系 ,这 样 的 
体系 越 来 越 多 .这 种 转译 后 修饰 是 自然 调节 金属 酶 活性 点 的 舅 一 种 途径 , 它 扩 大 配 体 供 体 和 活 
性 位 置 氨基 酸 区 域 ,从 而 获得 特殊 功能 . 酷 氨 酸 . 色 和 氨 酸 和 其 他 自由 基 是 如 何 与 附近 金属 离子 
协同 工作 的 ,或 者 是 如 何 帮 助 调制 附近 金属 离子 的 性 质 的 ,对 这 个 问题 的 了 解 是 生物 无 机 化 学 
中 具有 挑战 性 和 重要 意义 的 前 沿 研 究 领域 之 一 。 
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